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Sommario 
 
Il presente lavoro di tesi è stato realizzato mettendo a frutto le potenzialità del sistema 
Bose ElectroForce. L’apparecchiatura e il software di cui ￨ dotata consentono di testare 
tessuti  nativi  o  costrutti  dell’ingegneria  tessutale  sia  attraverso  prove  meccaniche  di 
trazione,  sia  con  prove  di  condizionamento  in  ambiente  sterile  che  riproduce  quello 
biologico. Vengono affrontate due tematiche principali: la caratterizzazione meccanica 
del pericardio bovino nativo e il condizionamento, in vitro, del peritoneo umano. 
Il pericardio bovino è un tessuto già ampiamente usato per la fabbricazione di protesi 
valvolari  biologiche.  Il  presente  lavoro  si  prefigge  di  caratterizzare  meccanicamente 
alcune zone del pericardio nativo per l’identificazione di un criterio di elezione/esclusione 
delle aree di tessuto analizzate. 
Per  quanto  riguarda  il  peritoneo,  l’approccio  ￨  del  tutto  innovativo.  Attualmente  gli 
innesti vascolari di grosso calibro vengono realizzati utilizzando innesti sintetici oppure 
trapianti da donatore. Gli inconvenienti riscontrati in entrambi i casi potrebbero essere 
eliminati sostituendo gli innesti tradizionali con costrutti di origine autologa. Si pensa di 
utilizzare il peritoneo in quanto l’epitelio peritoneale ha la stessa origine embriologica 
dell’endotelio vascolare; inoltre al suo interno sono presenti alcune cellule mesenchimali 
capaci  di  differenziarsi  in  cellule muscolari lisce se sottoposte a stimoli  opportuni. Il 
peritoneo mostra tutte le potenzialità per “trasformarsi in vaso sanguigno” in seguito al 
condizionamento all’interno del sistema Bose ElectroForce.  
 
Metodi – Sul pericardio nativo si effettuano prove di trazione monoassiale. Il sistema 
registra  l’andamento  della  forza  e  dello  spostamento  nel  tempo,  dai  quali  ￨  possibile 
ricavare  le  curve  sforzo-deformazione  e  estrarre  i  parametri  di  interesse  per  ogni 
campione testato. 
Gli esperimenti col peritoneo richiedono una procedura più complicata. Il peritoneo viene 
tubulizzato e posizionato all’interno della camera biodinamica: il campione si trova del 
tutto immerso nel mezzo di coltura, che fluisce anche al suo interno in modo pulsato. Il 
sistema registra le oscillazioni di pressione nel tempo: questo è lo stimolo fondamentale 
per il rimodellamento del tessuto. 
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Risultati – Le prove di trazione condotte sul pericardio documentano l’elevata variabilità 
presente anche in letteratura. Vengono analizzati quattro pericardi, da cui si prelevano, in 
totale, all’incirca un centinaio di campioni. I confronti vengono effettuati all’interno di 
uno stesso pericardio per non introdurre ulteriori cause di variabilità. I risultati ottenuti 
sembrano mostrare andamenti prevalenti, che però solo in alcuni casi sono confermati 
anche in termini statistici.  
Per quanto riguarda il peritoneo allo stato non vi sono ancora risultati esaustivi , poiché le 
prove hanno messo in evidenza la difficoltà nel mantenere le condizioni di sterilità per 
tutta la durata dell’esperimento. I tentativi effettuati si sono tuttavia rivelati molto utili ai 
fini di comprendere i punti critici della procedura. Sono state inoltre settate le condizioni 
ottimali del sistema per il mantenimento della pressione in un range fisiologico. 
 
Conclusioni – Lo studio condotto sul pericardio evidenzia, oltre all’elevata variabilità 
intra e interindividuale, la carenza di informazioni in merito alla distribuzione delle fibre 
all’interno del pericardio, fondamentale per identificare la direzione ottimale secondo cui 
prelevare il tessuto. Gli studi futuri in quest’ambito prevedono il confronto dei risultati 
ottenuti per il pericardio nativo con le proprietà meccaniche del  costrutto ottenuto  in 
seguito  ai  trattamenti  di  decellularizzazione,  necessari  prima  dell’utilizzo  per  la 
fabbricazione di protesi valvolari biologiche.  
Gli esperimenti condotti sul peritoneo mostrano ancora molte lacune; ciononostante è 
necessario che la sperimentazione in questo senso prosegua poiché la creazione di un 
sostituto  vascolare  autologo  potrebbe  rappresentare  la  soluzione  a  molte  delle 
problematiche riscontrate nell’ambito della chirurgia vascolare e aprire nuove frontiere 
nel campo dell’ingegneria tessutale. 3 
 
1. Introduzione 
 
1.1 Il sistema Bose ElectroForce 
Il  sistema  Bose  ElectroForce  è  stato  pensato  e  progettato  per  la  caratterizzazione 
meccanica di biomateriali e tessuti biologici attraverso appositi test e per la realizzazione 
di prove di condizionamento in un ambiente che riproduce quello biologico. Lo strumento 
unisce alla precisione dei motori BOSE, un software di controllo piuttosto versatile, che 
garantisce l’applicabilità in esperimenti di vario genere. Grazie a questa apparecchiatura è 
possibile testare un’ampia varietà di materiali, che comprendono scaffolds acellulari o 
seminati, tessuti nativi o costrutti dell’ingegneria tessutale. 
Nel  presente  lavoro  vengono  affrontate  due  principali  tipologie  di  esperimenti,  che 
verranno descritte nel dettaglio nei paragrafi successivi e che sfruttano in modo diverso le 
potenzialità del sistema.  
La  prima  tipologia  di  prove  consiste  in  una  serie  di  test  meccanici  di  trazione  sul 
pericardio bovino, la cui finalità è fornire una caratterizzazione meccanica del tessuto con 
l’obiettivo futuro di comparare i risultati ottenuti per il tessuto nativo a quelli del tessuto 
decellularizzato. 
La seconda tipologia di prove comprende una serie di esperimenti di durata più lunga (da 
24 a 48 ore per ogni esperimento), nel corso dei quali si vuole studiare il rimodellamento 
del peritoneo umano in un ambiente che riproduce quello fisiologico, le cui condizioni 
vengono settate e monitorate grazie al sistema Bose ElectroForce. Lo scopo di questo 
secondo studio è quello di creare un sostituto vascolare di origine autologa. 
La  possibilità  di  controllare  in  modo  preciso  le  condizioni  di  carico  e  di  simulare 
l’ambiente  biologico  in  un  unico  sistema  ha  aperto  nuove  frontiere  per  l’ingegneria 
tessutale  e  per  la  ricerca  nell’ambito  dei  biomateriali.  Infatti  la  capacità  di  creare 
condizioni analoghe a quelle in vivo, consente in qualche modo di colmare il gap presente 
tra gli studi in vitro su colture cellulari e gli esperimenti su modello animale.  
 
1.2 Componenti principali del sistema 
Il sistema Bose ElectroForce [M1] è costituito da un banco di prova su cui poggiano due 
motori lineari a magnete permanente (Fig. 1.1). La presenza dei due motori consente di 
effettuare prove di tipo monoassiale e biassiale. I motori possono essere spostati con una 4 
 
certa  facilità  sul  banco  di  prova,  in  modo  da  creare  la  configurazione  più  adatta 
all’esperimento.  
Di seguito si farà riferimento sempre alla configurazione monoassiale, in quanto è stata la 
sola utilizzata sia per i  test meccanici, che per le prove di condizionamento. Si deve 
inoltre tener presente che i componenti del sistema utilizzati per le prove meccaniche e 
per quelle di condizionamento non sono gli stessi. 
 
 
Figura 1.1 Immagine laterale dei due motori del sistema Bose Electroforce. 
 
Per  i  test  meccanici  è  sufficiente  connettere  alla  piastra  di  contenimento  del  motore 
utilizzato una cella di carico da 450 N (100 lb) con cui misurare le tensioni sviluppate. In 
particolare, la cella viene avvitata su un perno che attraversa trasversalmente la piastra e 
che ha la possibilità di scorrere. La cella presenta a sua volta una piccola sporgenza su cui 
può essere avvitata la grip; tra i morsetti di quest’ultima viene posizionato il campione da 
testare. Una grip analoga viene fissata al motore, sul lato opposto. Lo spazio lasciato 
libero fra le grips è facilmente regolabile facendo scorrere la piastra di contenimento sul 
banco di prova. Un’ulteriore regolazione ￨ fornita dal perno che attraversa la staffa, in 
quanto la possibilità di scorrimento consente di regolare finemente la porzione che rimane 
da  un  lato  della  staffa  e  quella  che  sporge  dall’altro.  Le  grips  utilizzate  per  i  test 
meccanici vengono chiamate DMA grips (Fig. 1.2). 5 
 
 
Figura 1.2 Dettaglio della grip. 
 
Queste  grips  sono  disegnate  specificamente  per  analisi  meccaniche,  vengono  fornite 
sempre a coppie, e possiedono le seguenti caratteristiche: 
-  12.5 mm (0.50 inch) è la massima larghezza consentita al campione 
-  8.4 mm (0.33 inch) è il massimo spessore consentito al campione 
-  450 N (100 lb) di capacità resistente 
-  resistenti alla corrosione 
-  leggere (57 g ciascuna). 
Le grips appena descritte vengono usate per le prove sul pericardio bovino, ma non per 
quelle sul peritoneo, per le quali il sistema richiede una preparazione più complessa.  
È necessaria innanzitutto la camera biodinamica (Fig. 1.3), all’interno della quale creare 
un ambiente che mimi le condizioni fisiologiche desiderate. 
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Figura 1.3 Immagine della camera biodinamica posizionata sul piano di lavoro e chiusa con i vetri in 
plexiglass. All’interno della camera si trova, in questo caso, un innesto sintetico, fissato grazie all’utilizzo 
di alcune prolunghe. 
 
La camera biodinamica viene chiusa con due vetri in plexiglass, ma è dotata di una serie 
di ingressi attraverso i quali possono avvenire gli scambi con l’ambiente esterno. Sono 
presenti infatti alcuni ingressi luer sia sulla parete superiore che su quella inferiore: essi 
possono servire per far entrare o uscire un flusso di liquido, oppure semplicemente per 
inserire i sensori di pressione, temperatura e pH.  
Le  estremità  della  camera  biodinamica  vengono  chiuse  con  dei  collettori,  aventi  una 
struttura  particolare,  che  consente  sia  le  connessioni  ai  tubi  di  flusso,  che  quelle  col 
motore e la staffa (una descrizione più dettagliata dei collettori è riportata nel paragrafo 
che descrive l’esperimento). Tali connessioni sono di fondamentale importanza quando si 
vuole  creare  all’interno  della  camera  biodinamica  un  ambiente  che  riproduca  le 
condizioni fisiologiche in termini di pressioni, flusso e temperatura. 
Per montare la camera biodinamica sul banco di prova si sfrutta una piastra metallica, che 
viene posizionata su una sorta di rotaia presente sul piano di lavoro; la piastra presenta dei 
fori  per  le  viti  con  cui  viene  fissata  alla  rotaia  e  dei  siti  di  aggancio  per  la  camera 
biodinamica, che risulta così ben ancorata al piano di lavoro. 
Per  le  prove  di  condizionamento  del  peritoneo  è  necessario  riempire  la  camera 
biodinamica  col  mezzo  di  coltura,  ma  anche  mantenere  un  flusso  regolare  e  pulsato 
all’interno  del  “vaso  ingegnerizzato”.  Affinch￩  ciò  sia  possibile  si  utilizza  un 
“meccanismo  combinato”  che  sfrutta  una  pompa  a  ingranaggi  (Fig.  1.4),  la  quale 7 
 
innesca un flusso costante, che viene reso pulsato grazie a un’onda sinusoidale impressa 
dal motore. 
 
 
Figura  1.4  Immagine  frontale  della  pompa.  La  parte  in  acciaio  rappresenta  la  cosiddetta  “testa”  della 
pompa, a diretto contatto con il fluido. 
 
Il mezzo di coltura è contenuto nel reservoir (Fig. 1.5), un contenitore in plastica la cui 
capacità massima è pari a circa 750 ml. Nel corso della prova il reservoir si svuota di un 
volume rilevante, rimanendo riempito per meno di metà; il sistema richiede infatti una 
quantità di liquido non solo per riempire la camera, ma anche nei vari tubi di flusso. 
 
 
Figura 1.5 Immagine del reservoir. Sul tappo sono presenti le due connessioni per i tubi di flusso. 8 
 
1.3 Note sul funzionamento del software adottato dal sistema 
Il sistema Bose ElectroForce utilizza il software WinTest [M2] per l’acquisizione dei dati, 
la  generazione  delle  forme  d’onda  e  il  controllo  dello  strumento.  Quando  si  avvia  il 
programma si apre la cosiddetta “Project Window”, che rappresenta la finestra contenente 
tutti i menu attraverso i quali settare i parametri dell’esperimento che si vuole condurre. 
Attraverso la “Project Window” ￨ possibile impostare tutte le informazioni da impartire ai 
motori, alla pompa e ai trasduttori. Una volta che il software è stato programmato con le 
specifiche dell’esperimento, ￨ possibile salvare il tutto in un file del sistema, che viene 
reso disponibile ad ogni successivo utilizzo, senza che sia necessario reinserire tutti i 
parametri.  
Per le prove effettuate nel presente lavoro, vengono salvati due “Project Files”, uno per le 
prove meccaniche di trazione e uno per le prove di condizionamento. Il file per le prove 
di trazione è più semplice, in quanto in esso è escluso il funzionamento della pompa; 
inoltre, poiché si effettuano prove di tipo monoassiale, è sufficiente che sia attivato un 
solo  motore.  Questo  motore  può  imporre  uno  spostamento  oppure  una  forza:  se  si 
comanda lo spostamento, il sistema misura la forza sviluppata nel tempo; al contrario, se 
si comanda la forza, il sistema registra lo spostamento che questa produce nel tempo. 
Entrambi  gli  andamenti  vengono  rappresentati  nella  cosiddetta  “Scope  Window”,  che 
consente di visualizzare le due grandezze in funzione del tempo, oppure di graficare un 
canale contro l’altro (ad esempio, per le prove meccaniche, è molto utile rappresentare lo 
spostamento in asse x e la forza in asse y). Le prove meccaniche realizzate in questo 
lavoro sono tutte a spostamento imposto, e il sistema misura la forza che si sviluppa in 
seguito alla trazione del campione. Per tali prove è sufficiente esprimere lo spostamento 
che si desidera imporre al campione [mm], e la velocità alla quale si vuole che avvenga 
[mm/s]. Si riporta in Fig. 1.6 la finestra grafica che compare per settare i parametri degli 
esperimenti sul pericardio. 
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Figura 1.6 Immagine della Project Window per le prove di trazione sul pericardio. 
 
All’interno del riquadro evidenziato in giallo vi sono alcuni comandi fondamentali: 
  TunelQ Waveform, il tasto che apre il pannello sottostante, circondato in rosa. In 
questo pannello vengono inserite le specifiche del motore, ossia lo spostamento 
che deve imprimere al campione e la velocità a cui si vuole avvenga. Con questi 
comandi  viene  creato  un  Project  File,  che  salva  i  valori  impostati,  rendendoli 
disponibili per le prove successive. 
  Local, il comando che serve per accendere/spegnere i motori. È importante che tra 
un esperimento e l’altro i motori vengano fermati poich￩ potrebbero danneggiarsi 
durante  la  fase  di  rimozione  del  campione  e  il  posizionamento  del  successivo 
campione. 
  Run (il tasto evidenziato in verde) e Stop Level (il tasto evidenziato in rosso) 
sono comandi che, rispettivamente, avviano e fermano la prova. 
 
Il Project File delle prove di condizionamento è molto simile al precedente, sebbene la 
prova risulti molto più complessa. Si presti attenzione al fatto che per questo tipo di prove 
devono  essere  attivati  sia  il  motore  (che  imprime  la  pulsazione),  sia  la  pompa  (che 
garantisce il flusso  continuo  del  mezzo di  coltura nel  sistema). Si  riporta in  Fig. 1.7 
un’immagine della schermata che compare quando la prova ￨ in corso.  
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Figura 1.7 Immagine della Project Window nel corso di una delle prove di condizionamento del peritoneo. 
Nel  rettangolo  in  basso  vengono  monitorati  tre  segnali  nel  tempo:  la  portata  della  pompa  (in  rosso), 
l’ampiezza della pulsazione impressa dal motore (in blu), la pressione misurata dal sensore (in verde). 
 
Il riquadro evidenziato in giallo contiene gli stessi pulsanti visti per le prove meccaniche, 
ma l’utilizzo di alcuni di essi è molto diverso. In particolare: 
  TunelQ Waveform apre un pannello più dettagliato nel quale si devono settare 
sia i parametri inerenti al motore, che quelli riguardanti la pompa. Il motore, nelle 
prove effettuate, deve imprimere una pulsazione che “riproduca quella cardiaca”; 
si impone pertanto che lavori a frequenza di 1 Hz, con ampiezza di 0,4/0,5 (valore 
scelto sperimentalmente in seguito ad una serie di prove). La pompa invece deve 
garantire portata costante nel corso della prova, in questo caso impostata a 600 
ml/min. Per evitare di danneggiare il sistema, la portata si avvicina gradualmente a 
questo livello, aumentando di 100 ml/min/s. 
  Local serve ad attivare non soltanto il motore, ma anche la pompa. 
  Run  e  Stop  Level  mantengono  la  stessa  funzione  che  hanno  nelle  prove  di 
trazione, ossia quella di avviare e fermare la prova. 
La finestra rettangolare presente nella porzione inferiore della Fig. 1.7 è la cosiddetta 
“Scope Window”, nella quale vengono rappresentati gli andamenti delle grandezze di 
interesse in funzione del tempo. In questo caso si hanno tre segnali: la portata, in rosso, 
costante  nel  tempo;  la  pulsazione,  in  blu,  che  è  una  sinusoide  a  1  Hz  con  ampiezza 
prestabilita;  la  pressione,  in  verde.  Si  noti  che,  mentre  la  portata  della  pompa  e  la 
pulsazione  sono  segnali  imposti  dall’operatore  e  quindi  controllabili  sulla  base  dei 11 
 
parametri forniti al sistema, la pressione è una grandezza sperimentalmente misurata e 
dipende  strettamente  da  come  vengono  impostati  i  primi  due.  Per  le  prove  di 
condizionamento  che  vengono  realizzate  in  questo  lavoro  è  molto  importante  che  i 
parametri forniti al sistema siano tali da garantire il mantenimento della pressione in un 
range vicino a quello fisiologico. 12 
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2. Scopi e motivazioni della tesi 
 
2.1 Il pericardio bovino e i suoi utilizzi 
2.1.1 Caratterizzazione del pericardio bovino 
Il pericardio è una duplice membrana che, nei mammiferi, riveste il cuore e inguaina la 
radice dei grossi vasi (arterie aorta e polmonare) come pure le terminazioni delle vene 
cave e polmonari. Il pericardio avvolge il cuore in una specie di sacco, la cui forma e 
dimensione corrispondono a quelle del cuore stesso; in esso si possono distinguere due 
lamine: una esterna e fibrosa (pericardio fibroso o sacco del pericardio) e una interna, 
sierosa  (pericardio  sieroso).  La  sierosa  propriamente  detta  o  “pericardio  sieroso”,  ￨ 
costituita a sua volta da due foglietti: uno viscerale, intimamente aderente al miocardio 
(detto  epicardio),  l’altro  parietale,  aderente  al  pericardio  fibroso.  I  due  foglietti  del 
pericardio sieroso sono separati da uno spazio virtuale, il cavo pericardico, che contiene 
una piccola quantità di  liquido viscoso e di colore giallo (liquido pericardico), la cui 
funzione è quella di facilitare i movimenti del cuore.  
Il pericardio fibroso è un sacco sottile, ma resistente e inestensibile. Di colore biancastro 
o madreperlaceo è formato da una lamina di connettivo denso, la cui struttura è simile a 
quella  di  una  fascia.  Immersi  in  una  sostanza  fondamentale  relativamente  poco 
abbondante  si  trovano  numerosi  fasci  di  fibre  collagene,  ai  quali  si  mescolano  fibre 
elastiche e fibroblasti. La faccia interna di questa lamina fibrosa si continua direttamente 
con lo strato di sostegno della lamina parietale del pericardio sieroso, dal quale non può 
essere separata.  La faccia esterna è, al  contrario, unita alla lamina mediastinica della 
pleura mediante un sottile strato di tessuto connettivo lasso, in certi punti adiposo, che ne 
permette la separazione mediante dissezione. La lamina parietale del pericardio sieroso è 
costituita da un mesotelio  a cellule piatte o cubiche, sostenuto  da un sottile strato  di 
tessuto  connettivo  ricco  in  fibre  collagene  ed  elastiche;  la  lamina  viscerale  è  invece 
costituita da un unico strato di cellule mesoteliali che poggiano su un sottile strato di 
tessuto connettivo ricco in fibre elastiche e provvisto di una rete capillare e di numerosi 
elementi nervosi [1]. Quest’ultima lamina ￨ talmente aderente al miocardio che risulta 
pressoché impossibile separarla da esso; gli esperimenti vengono pertanto effettuati con la 
restante  porzione  di  pericardio  (fibroso  e  lamina  parietale)  dopo  aver  accuratamente 
rimosso il tessuto adiposo che ricopre la superficie esterna. 14 
 
2.1.2 Applicazioni del pericardio 
Il pericardio bovino ￨ un tessuto già ampiamente usato nell’ambito della cardiochirurgia. 
Le applicazioni più importanti sono la produzione di protesi valvolari biologiche e la 
riparazione di difetti cardiaci congeniti o acquisiti. In questo settore molti inconvenienti 
sono creati dalle problematiche di calcificazione e degenerazione del tessuto, che limitano 
la durata della protesi o del patch a circa 10 anni [2, 3]. Tali fenomeni sono dovuti alla 
presenza  di  cellule,  o  frammenti  di  cellule,  nella  matrice  cellulare  del  pericardio  in 
seguito alle procedure di decellularizzazione e all’uso della glutaraldeide come agente per 
la reticolazione [4, 5].  
Il problema della durata ￨ tutt’altro che secondario, soprattutto per quanto riguarda le 
protesi valvolari, al punto che in molti casi si continua a preferire l’impianto di valvole 
meccaniche. Queste ultime, infatti, nonostante le complicazioni tromboemboliche e la 
necessità  di  sottoporre  il  paziente  a  terapie  anticoagulanti  a  vita,  hanno  una  durata 
maggiore, che evita (o posticipa di molto) la ripetizione dell’intervento.  
Il sostituto valvolare ottimale dovrebbe però non comportare alcun disagio per il paziente 
e combinare elevata durevolezza, eccellente biocompatibilità e prestazioni meccaniche e 
emodinamiche che mimino quelle della valvola naturale. Per questo motivo gli sforzi 
della ricerca scientifica si sono concentrati sui sostituti valvolari biologici, aumentando le 
conoscenze circa le proprietà chimico-fisiche dei materiali utilizzati per la fabbricazione e 
cercando nuovi trattamenti di decellularizzazione  [6, 7] per arginare i problemi creati 
dalla durata limitata di queste protesi. 
 
2.1.3 Obiettivi della tesi 
Il presente lavoro si propone di indagare le proprietà meccaniche del pericardio bovino 
nativo,  prelevato  nella  regione  del  ventricolo  anteriore  sinistro,  attraverso  prove  di 
trazione.  Si  è  scelta  tale  zona  poiché  alcuni  studi  non  ancora  pubblicati  l’hanno 
identificata come quella più omogenea in termini di spessore e densità. A causa della 
diretta  correlazione  tra  le  proprietà  meccaniche  e  struttura  del  tessuto,  è  possibile 
affermare  che  l’uniformità  strutturale  conduce  a  uniformità  nel  comportamento 
meccanico del tessuto [8, 9]. Lo scopo dello studio è quello di individuare, all’interno 
dell’area  analizzata,  l’eventuale  presenza  di  una  regione  ottimale  da  cui  prelevare  il 
tessuto  con cui  fabbricare le protesi. Tale regione dovrebbe avere spessore uniforme, 
basso contenuto di grasso e una direzione preferenziale di orientamento delle fibre su 
un’area sufficientemente grande. 15 
 
Il  parametro  assunto  per  il  confronto  tra  i  campioni  ritagliati  nelle  diverse  zone  è  il 
modulo elastico. Data l’estrema variabilità dei dati presenti in letteratura in merito alle 
proprietà meccaniche del pericardio bovino, ci si aspetta che l’individuazione di una zona 
ottimale non sia facile, ma che si possa perlomeno assumere un criterio di esclusione.  
L’orientazione delle fibre collagene all’interno del pericardio non ￨ del tutto nota: alcuni 
studi colorimetrici condotti con il microscopio a luce polarizzata, sembrerebbero però 
evidenziare una distribuzione omogenea delle fibre all’interno del tessuto, e pertanto non 
esisterebbe un orientamento preferenziale. Si cerca tuttavia di tagliare i campioni secondo 
tre direzioni diverse (0°, 45° e 90° rispetto al piano frontale) per verificare se, a livello 
sperimentale, il comportamento è di tipo isotropo, oppure esiste una direzione lungo la 
quale la resistenza alla trazione sia spiccatamente diversa dalle altre. Se tale direzione 
esiste, sarà la direzione secondo la quale effettuare i prelievi; al contrario se tale direzione 
fosse quella con prestazioni peggiori, sarà quella da evitare nel corso dei prelievi. 
I risultati ottenuti nel corso dello studio potrebbero dimostrarsi utili ai fini di comparare le 
proprietà meccaniche del pericardio nativo con quelle del costrutto ottenuto in seguito ai 
trattamenti  di  decellularizzazione  attualmente  applicati  [10].  Di  particolare  interesse 
potrebbe  essere  il  confronto  delle  proprietà  del  tessuto  nativo  con  quelle  del  tessuto 
trattato con l’innovativa tecnica TRI-COL [11], messa a punto dal gruppo di ricerca del 
Professor Michele Spina dell’Università di Padova, che ha mostrato promettenti risultati 
in termini di conservazione delle proprietà chimiche e strutturali. Se gli studi mostrassero 
esiti  favorevoli  anche  in  termini  di  conservazione  delle  proprietà  meccaniche,  questa 
tecnica  potrebbe  aprire  nuove  frontiere  nell’ambito  dell’ingegneria  tessutale,  in 
particolare proprio per quanto riguarda la produzione di sostituti valvolari biologici. 16 
 
2.2 Il peritoneo ingegnerizzato 
2.2.1 Caratterizzazione del peritoneo 
Il peritoneo è la più estesa tra le membrane sierose del corpo umano e riveste la superficie 
interna  dell'addome  e  gli  organi  in  esso  contenuti.  La  disposizione  del  peritoneo  è 
complessa ma uniforme e si può immaginare come un sacco chiuso aderente alla cavità 
addominopelvica.  Anziché  rivestire  un  solo  organo,  come  avviene  per  le  pleure  che 
ricoprono i polmoni o per il pericardio che riveste il cuore (e di cui il peritoneo può essere 
considerato l'equivalente addominale), avvolge parecchi organi: questi si sviluppano dal 
peritoneo, se ne addentrano e se ne rivestono. Il peritoneo è una sola membrana continua, 
ma si considera costituita da due foglietti, parietale e viscerale, separati da una piccola 
quantità di liquido che bagna le lisce superfici della sierosa; lo spazio virtuale delimitato 
dai due foglietti del peritoneo è detto cavità peritoneale. Il foglietto parietale aderisce alla 
superficie  interna  dell’addome  tramite  tessuto  connettivo  adiposo,  mentre  il  foglietto 
viscerale è adagiato sulla superficie dei visceri. 
Il  peritoneo  ha  la  classica  struttura  delle  membrane  sierose;  ogni  foglietto  è  infatti 
costituito da un epitelio pavimentoso semplice, detto mesotelio, che poggia su una lamina 
di tessuto connettivo lasso. Questa lamina poggia a sua volta su uno strato di connettivo 
fibroso denso, ricco di cellule e nel quale decorrono numerosi vasi sanguigni, linfatici e 
rami nervosi (la struttura dei foglietti appena descritta è quella che si incontra procedendo 
dalla cavità peritoneale verso l’esterno per il foglietto parietale, verso l’interno per il 
foglietto viscerale) [12].  
L'epitelio peritoneale, chiamato mesotelio perché derivante dal foglietto embrionale del 
mesoderma, ha una struttura molto simile a quella dell’endotelio vascolare [13], in quanto 
costituito  da  cellule  appiattite,  monostratificate  e  congiunte  mediante  numerose 
interdigitazioni. Oltre ad avere origine embriologica analoga a quella dei vasi sanguigni, 
il  tessuto  mostra  la  presenza  di  cellule  mesenchimali  pluripotenti  all’interno  del 
monostrato del mesotelio, che possono differenziarsi in cellule muscolari lisce [14]. Tali 
considerazioni, unite agli studi che documentano la plasticità delle cellule mesoteliali, 
hanno  posto  un  nuovo  quesito  nell’ambito  dell’ingegneria  tessutale:  può  il  peritoneo, 
opportunamente trattato, andare a costituire un sostituto vascolare di origine autologa? 
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2.2.2 Applicazioni del peritoneo ingegnerizzato 
Attualmente gli innesti vascolari vengono realizzati prevalentemente grazie all’utilizzo di 
arterie e vene umane: molto comune ￨ l’uso di vene come la grande safena o la vena 
femorale per le applicazioni di chirurgia vascolare di tipo ricostruttivo. Tale procedura 
presenta, però, dei  limiti quando devono essere sostituiti vasi  di  grosso calibro come 
l’aorta o la vena cava: non esistono. infatti. altri vasi che mostrino lo stesso calibro e la 
stessa  resistenza  e  che  possano  essere  utilizzati  come  validi  sostituti.  L’alternativa  in 
questi casi è fornita da innesti sintetici fabbricati in politetrafluoroetilene (PTFE), Dacron, 
oppure il trapianto da donatori.  
Le soluzioni finora proposte, non sono però del tutto soddisfacenti, in quanto presentano 
difetti da non sottovalutare. Le superfici sintetiche mostrano poca elasticità (e quindi la 
tendenza a deformarsi in modo permanente), bassa compliance, facilità di infezione e 
sono spesso trombogeniche [15]; d’altro canto, gli innesti provenienti da donatore umano, 
oltre a non essere sempre disponibili nei casi di emergenza, richiedono un’organizzazione 
piuttosto costosa e sembrano andare incontro facilmente a fenomeni di degenerazione [16, 
17].  
Per affrontare queste problematiche sono stati proposti vari costrutti, realizzati con  le 
tecniche  dell’ingegneria  tessutale,  testati  sia  in  vitro  che  in  vivo.  Sono  stati  studiati 
scaffolds sintetici o biodegradabili, entrambi seminati di cellule autologhe: nel primo caso 
si è verificato che il rimodellamento vascolare è piuttosto limitato a causa della presenza 
permanente dello scaffold; nel secondo caso, invece, non si riesce a raggiungere proprietà 
meccaniche adeguate allo scopo poiché il costrutto creato mostra resistenza assiale troppo 
bassa [15].  
Nasce così l’idea di cercare un nuovo metodo per la creazione di un sostituto vascolare 
ottimale, che riduca il rischio di trombosi e mostri proprietà meccaniche soddisfacenti. 
Chiaramente un tessuto biologico di origine autologa sembra essere il candidato ideale 
per possedere tali requisiti ed eliminare il rischio di una risposta immunitaria. Il peritoneo 
è un tessuto altamente vitale e reattivo, grazie alla fitta rete capillare che lo attraversa; 
inoltre la derivazione embrionale analoga a quella dell’endotelio vascolare e la presenza 
al suo interno di cellule mesenchimali, rendono possibile un processo di rimodellamento 
che innesca la proliferazione di cellule del tessuto muscolare liscio.  
Non sono ancora del tutto noti i fenomeni che avviano tale processo, tuttavia esistono 
numerosi lavori sperimentali che documentano la capacità delle cellule mesenchimali di 
differenziarsi in cellule del tessuto muscolare liscio una volta che siano state trapiantate in 18 
 
un ambiente appropriato [18, 19]. La sola perplessità riguarda la debolezza del sottile 
tessuto di cui è costituito il peritoneo che, una volta impiantato al posto di vasi come 
l’aorta o l’arteria polmonare, verrebbe sottoposto a un flusso ematiche e a un regime 
pressorio piuttosto elevati. A tale problema si può ovviare utilizzando una mesh in acciaio 
inossidabile per ricoprire il tessuto, che aumenti la resistenza a dilatazione del condotto. 
La mesh metallica, per le sue proprietà intrinseche, è in grado di fornire un supporto 
all’innesto che garantisce caratteristiche emodinamiche simili a quelle di un vaso nativo. 
In particolare, sembra che la propagazione dell’onda di pressione sia determinante nel 
permettere alle cellule peritoneali di differenziarsi in cellule muscolari lisce tipiche dei 
vasi  sanguigni.  I  risultati  finora  ottenuti  sono  molto  promettenti,  in  particolare  quelli 
ottenuti da uno studio condotto presso l’Università di Padova su 5 esemplari di femmina 
di  suino  di  30  giorni  di  età  [13].  È  stato  prelevato  da  ciascun  animale  un  lembo  di 
peritoneo delle dimensioni di 5 x 3 cm
2, che viene tubulizzato, suturato e ricoperto con la 
mesh  metallica;  l’innesto  così  prodotto  viene  inserito  nell’aorta  sottorenale  tramite 
anastomosi chirurgica. Gli animali sono stati tenuti sotto osservazione per 2 settimane 
dall’impianto e infine sacrificati. Tutti gli animali sono sopravvissuti e tutti gli innesti 
hanno resistito. La mesh metallica è rimasta in tutti i casi in situ e ha mantenuto la forma 
iniziale; il peritoneo all’interno dell’innesto sembra vitale, senza segni di trombosi, e di 
spessore  maggiore  rispetto  al  giorno  dell’impianto.  L’analisi  istologica  conferma  la 
proliferazione cellulare e la neovascolarizzazione del peritoneo. I risultati di questo studio 
consentono  di  ottenere  solo  dati  preliminari,  limitati  dalla  breve  durata  della 
sperimentazione,  che  sono  però  soddisfacenti  e  necessitano  di  essere  confermati  da 
osservazioni sul medio e lungo termine. Se anche queste ultime dessero buoni risultati, 
l’utilizzo del peritoneo con questa tecnica innovativa potrebbe aprire nuove prospettive 
alla chirurgia vascolare. 
 
2.2.3 Obiettivi della tesi 
Il presente lavoro si propone di utilizzare le potenzialità del sistema Bose ElectroForce 
per effettuare prove di condizionamento del peritoneo umano in vitro. Lo scopo ultimo è 
quello  di  valutare  se  il  tessuto,  posto  in  ambiente  sterile,  a  pressione  e  temperatura 
fisiologiche, e “alimentato” col plasma del paziente, sia in grado di ripopolarsi assumendo 
le caratteristiche tipiche di un vaso sanguigno. Tale valutazione è piuttosto complessa, in 
quanto  richiede  di  analizzare  tutti  gli  aspetti  riguardanti  la  “realizzabilità” 
dell’esperimento. In primo luogo deve essere “collaudata” una procedura per il corretto 19 
 
posizionamento del campione all’interno dell’apparecchiatura, che deve avvenire senza 
danneggiarlo  e  garantendo  il  mantenimento  della  sterilità  nel  corso  di  tutta  la  prova; 
quest’ultimo requisito ￨ infatti imprescindibile per la riuscita della prova stessa. Esistono 
poi  alcune  problematiche  riguardanti  il  settaggio  del  sistema  e  in  particolare  il 
mantenimento della pressione e della temperatura in un range vicino a quello fisiologico. 
Questi aspetti hanno richiesto diverse prove preliminari, effettuate con campioni sintetici, 
nel  corso  delle  quali  il  mezzo  di  coltura  è  stato  sostituito  con  acqua  deionizzata.  Le 
difficoltà  appena  discusse,  rilevate  nel  corso  degli  esperimenti,  hanno  identificato  un 
“obiettivo intermedio” rispetto a quelli iniziali: ￨ infatti necessario caratterizzare tutti gli 
step della prova e “standardizzare” le procedure di sterilizzazione, montaggio e trasporto 
del campione in laboratorio (descritte nel Capitolo 3). Una volta chiariti tali aspetti, è 
stato possibile passare a prove più specifiche, della durata di 24/48 ore, nel corso delle 
quali si utilizza peritoneo umano e terreno di coltura commerciale. Nel presente lavoro, si 
è potuto effettuare un numero limitato di prove specifiche, che necessitano pertanto di 
ulteriori studi e di una approfondita valutazione istologica del peritoneo in seguito ad ogni 
prova. 20 
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3. Materiali e metodi 
 
3.1 Pericardio 
3.1.1 Raccolta e preparazione del tessuto (pericardio bovino) 
La procedura di seguito descritta, utilizzata per il pericardio nativo, potrà essere applicata 
anche al tessuto decellularizzato. 
I campioni di pericardio bovino vengono prelevati direttamente al macello entro poche 
ore dalla macellazione degli animali, solitamente vitelli di età inferiore a un anno. Per gli 
esperimenti viene utilizzato il foglietto di pericardio viscerale, ovvero quello più interno, 
intimamente aderente al miocardio: prima di separarlo dal cuore, in loco, si traccia una 
suddivisione del foglietto con un pennarello indelebile, in modo da distinguere la zona 
atriale e quella ventricolare, la zona anteriore e quella posteriore, la zona destra e quella 
sinistra.  È  fondamentale  che  tale  suddivisione  venga  effettuata  in  loco  poiché,  solo 
quando il pericardio è ancora aderente al cuore è possibile individuare la zona apicale e 
tracciare la linea che separa la parte anteriore e posteriore; inoltre, al di sotto del sottile 
strato di tessuto che costituisce il pericardio, scorre la coronaria anteriore discendente, che 
viene presa come riferimento per dividere la porzione di destra del cuore da quella di 
sinistra.  Solo  una  volta  che  siano  state  tracciate  queste  linee,  si  incide  il  pericardio 
posteriormente, lungo l’atrio e il ventricolo sinistro, fino quasi a raggiungere l’apice, e si 
“stacca” il pericardio dal cuore.  
Per il trasporto in laboratorio ogni pericardio viene immerso sterilmente in PBS freddo 
(Phosphate Buffer Saline, 137 mM NaCl, 1.47 mM KH2PO4, 8.1 mM Na2HPO4, 2.7 
mM KCl, pH 7.4) all’interno di sacche da organo. 
I foglietti di pericardio vengono utilizzati per gli esperimenti entro 48 ore dalla raccolta; 
inizialmente si pensava di poter effettuare le prove anche su campioni di pericardio che 
erano stati precedentemente congelati e scongelati al bisogno. Tuttavia le prime prove 
sperimentali sui tessuti trattati in questo modo si sono rivelate fallimentari: il materiale 
andava incontro a comportamenti anomali e mostrava resistenza meccanica praticamente 
nulla. Tale comportamento è da imputare probabilmente al processo di congelamento. La 
normale prassi per i tessuti biologici prevedrebbe di raffreddare il tessuto di un grado 
all’ora  fino  a  raggiungere  una  temperatura  di  -80°C.  Tuttavia  le  apparecchiature 
disponibili non consentono un controllo così fine del processo e si utilizza una metodica 
semplificata: si porta il tessuto ad una temperatura di -20°C, alla quale viene mantenuto 22 
 
per circa per due ore e poi direttamente raffreddato a -80°C. In base ai risultati ottenuti si 
può  supporre  che  tale  procedura  danneggi  le  proprietà  strutturali  del  pericardio,  e  si 
sceglie per questo di utilizzare per gli esperimenti solo tessuto fresco, appena prelevato. 
Si deve tener presente che la porzione atriale del foglietto è in gran parte ricoperta di 
tessuto  adiposo,  difficile  da  rimuovere,  e  risulta  per  questo  inutilizzabile  per  gli 
esperimenti. Di maggior interesse è invece la zona ventricolare, dalla quale si eliminano 
facilmente i piccoli residui di tessuto adiposo, e si riescono a distinguere le diverse aree 
contrassegnate col pennarello (Fig. 3.1.1).  
 
 
Figura 3.1.1 Immagine del pericardio bovino con indicazione della suddivisione della zona ventricolare. 
L’immagine ￨ ottenuta stendendo il tessuto su un piano orizzontale. 
 
Per gli esperimenti si è scelto di utilizzare il ventricolo anteriore sinistro che, in base ai 
risultati presenti in letteratura [8] (confermati da dati non ancora pubblicati), è risultato 
essere la regione più omogenea in termini di spessore e densità. Esso rappresenta una 
porzione piuttosto ampia, da cui è possibile prelevare un elevato numero di campioni (tra 
i 20 e i 30 in ogni pericardio, a seconda delle dimensioni). All’interno del ventricolo sono 
state individuate a loro volte tre zone, denominate A, B e C. Le zone sono disposte come 
in Fig. 3.1.2a; una rappresentazione più schematica delle varie zone è riportata in Fig. 
3.1.2b. 23 
 
 
Figura 3.1.2a Immagine del ventricolo anteriore sinistro con l’indicazione delle zone. 
 
 
Figura 3.1.2b Rappresentazione schematica delle zone del ventricolo anteriore sinistro. 
 
Si prelevano 9 campioni da ogni zona, ovvero strisce di tessuto delle dimensioni di circa 
20 x 3 mm
2, e si effettuano confronti sia tra zone corrispondenti, appartenenti a pericardi 
diversi, sia tra zone differenti, all’interno dello stesso pericardio.  
Si presti attenzione al fatto che tali confronti avvengono tra campioni orientati allo stesso 
modo: non essendo nota l’orientazione delle fibre di collagene all’interno del pericardio, 
si ritagliano in ogni zona tre campioni orientati in direzione parallela al piano frontale (0°, 
orizzontali),  tre  campioni  ortogonali  a  questi  (90°,  verticali)  e  tre  inclinati  a  45° 
(diagonali) [20]. Si tenga presente che il prelievo dei campioni viene effettuato solo dopo 
che il pericardio è stato steso su un piano. I campioni vengono ritagliati mantenendo 
sempre l’apice del cuore sulla parte inferiore e la linea di demarcazione fra ventricolo 
sinistro e destro orientata parallelamente ai campioni verticali. In ogni zona analizzata si 
ritagliano tre o quattro frammenti di tessuto, e si misura la densità di ciascuno allo scopo 24 
 
di fornire, di volta in volta, un valore di densità media; questa informazione è necessaria 
ai fini del calcolo dello spessore di ogni campione, indispensabile quando si affrontano 
prove meccaniche di trazione come quelle che verranno successivamente descritte. Ogni 
campione viene pesato, e se ne ottiene il volume dalla relazione 
. 
Tutti  i  campioni  vengono  fotografati  prima  dell’esperimento  e  ogni  immagine  viene 
analizzata con il software ImageJ in modo da ottenere, per ognuno, il valore dell’area 
“frontale”. L’aspetto dei campioni ritagliati ￨ visibile in Fig. 3.1.3. 
Una volta nota la misura dell’area del campione, si ottiene lo spessore dalla relazione 
. 
Questa informazione serve per calcolare la sezione del campione, ovvero l’area su cui 
insiste la forza applicata durante le prove di trazione, calcolata come  
; 
la larghezza del campione è nota, in quanto si è cercato di tagliare tutte le strisce di 
larghezza pari a 3 mm; tuttavia, per avere una misura più precisa, si preferisce utilizzare 
ancora  ImageJ,  prendere  quattro  misure  di  larghezza  e  calcolarne  il  valore  medio.  I 
campioni  infatti  vengono  tagliati  manualmente  e  quindi  possono  presentare  alcune 
irregolarità, come mostrato ancora in Fig. 3.1.3. Noto il valore della sezione, è possibile 
esprimere il carico agente sul campione in termini tensionali. 
 
 
Figura 3.1.3 Immagine di tre campioni appartenenti alla zona B di un pericardio. 
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3.1.2 Procedura sperimentale 
Gli  esperimenti con il sistema Bose ElectroForce prevedono di  testare una striscia di 
tessuto alla volta, ognuna delle dimensioni di 20 mm di lunghezza e 3 mm
 di larghezza; 
tuttavia l’effettiva porzione che rimane libera tra le grips ￨ di 5 mm di lunghezza e 3 mm
 
larghezza, in quanto buona parte della lunghezza viene “pinzata” tra i morsetti delle grips 
stesse.  Il  pericardio,  essendo  molto  sottile  e  viscido,  tenderebbe  ad  un  insufficiente 
ancoraggio: per questo motivo sono necessari dei supporti in legno [21] che evitino lo 
scorrimento del tessuto sul metallo delle grips durante le prove. Si utilizzano dei sottili 
pezzi di legno di balsa delle dimensioni di circa 10 mm di lunghezza e 5 mm
 di larghezza 
per ricoprire ciascuna delle estremità del campione, formando una struttura “a sandwich”: 
il tessuto viene così a trovarsi fra due strati di legno. Prima di procedere con l’operazione 
appena descritta, si deve regolare la distanza fra le 2 grips; a tal fine si sfrutta il perno 
mobile che attraversa la piastra di contenimento e che permette lo spostamento assiale 
della grip ad esso fissata. Si posizionano le 2 grips a distanza di 5 mm tra loro in quanto 
tale  distanza  deve  esser  pari  alla  lunghezza  della  porzione  di  campione  che  si  vuole 
testare.  Si  procede  quindi  nel  modo  seguente:  i  pezzetti  di  legno  vengono  posti 
superiormente e inferiormente ad una delle estremità del campione e, con una pinzetta, si 
solleva l’estremità del “sandwich” appena preparata e la si inserisce fra i morsetti di una 
delle  grip,  che  vengono  chiusi.  Si  posiziona  quindi  un  pezzo  di  legno  sul  morsetto 
inferiore dell’altra grip e vi si stende sopra l’estremità di tessuto rimasta libera in modo 
che il campione risulti teso; infine si pone un altro pezzo di legno al di sopra del tessuto e 
si chiude la seconda grip. L’aspetto del campione una volta posizionato in modo corretto 
è quello riportato in figura 3.1.4. 
 
 
Figura 3.1.4 Campione di pericardio bovino correttamente posizionato tra i morsetti delle grips. 
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3.1.3 Prove iniziali e organizzazione degli esperimenti 
I test preliminari effettuati sul pericardio sono consistiti in prove di trazione uni-assiale, 
volte a comprendere in modo qualitativo il comportamento del tessuto. I tessuti biologici 
vengono generalmente considerati come incomprimibili, il ché significa che attraverso un 
test unidirezionale è possibile ottenere una buona caratterizzazione meccanica del tessuto 
in quanto il suo volume non cambia [22, 23]. Per l’impostazione di queste prime prove si 
è fatto riferimento ai lavori presenti in letteratura, nei quali il campione viene teso fino a 
rottura ad una velocità di 10 mm/min [24]. Il sistema Bose ElectroForce prevede che 
vengano inseriti i valori di velocità in mm/s, perciò si è convertito tale dato in 0,16 mm/s. 
Fra le limitazioni del sistema vi è quella di consentire ad ogni motore uno spostamento 
massimo pari a 6,5 mm. Per questo motivo lo spostamento imposto nelle prove iniziali è 
stato di 5 mm (pari a una deformazione del 100%), in modo che fossero rispettati, con un 
buon margine, i limiti consentiti dalla macchina. Inizialmente si è cercato di condurre le 
prove montando le  grips all’interno della camera biodinamica, ai fini  di mantenere il 
campione idratato [25]; tuttavia le grips progettate per la camera biodinamica hanno una 
conformazione diversa da quelle per le prove meccaniche e non consentivano di fissare il 
campione in modo sicuro, causandone la fuoriuscita dai morsetti. Si è preferito pertanto 
rinunciare all’utilizzo della camera biodinamica, privilegiando il posizionamento accurato 
del tessuto tra i morsetti delle grips. Le prove sono state effettuate in umido all’aria, 
idratando il campione con qualche goccia di PBS tramite una pipetta Pasteur. 
Fin dalle prime prove si è potuto notare che quasi tutti i campioni, a prescindere dalla 
zona in cui venivano prelevati, cedevano prima di raggiungere il 100% di deformazione; 
solo alcuni dei campioni orizzontali riuscivano a raggiungere tale valore senza mostrare 
danneggiamento. Gran parte dei campioni inclinati a 45° e di quelli verticali mostravano 
invece un cedimento attorno a una deformazione del 60%. Si è deciso per questo motivo 
di ridurre lo spostamento imposto da 5 a 3 mm (ovvero di abbassare la deformazione dal 
100% al 60%), in modo da valutare il comportamento del tessuto nella fase che precede 
quella di danno. Si è scelto inoltre di aumentare di 10 volte la velocità di deformazione, 
portandola a 1,6 mm/s; in questo modo si possono considerare i fenomeni indipendenti 
dal tempo e ammettere che la deformazione avvenga in campo elastico. La velocità di 
deformazione di 1,6 mm/s e lo spostamento imposto di 3 mm sono le grandezze che 
verranno mantenute costanti per tutti gli esperimenti. 
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3.1.4 Determinazione della curva sforzo-deformazione 
Durante ogni prova il sistema registra istante per istante il carico (N) che si sviluppa in 
seguito allo spostamento imposto (mm). Questi dati vengono memorizzati come file di 
testo e successivamente esaminati con Microsoft Excel 2007. Essi risultano fondamentali 
per l’analisi del comportamento meccanico del tessuto in quanto consentono di ottenere, 
per ogni campione, la curva sforzo-deformazione. A tal fine è necessario convertire la 
forza (N) in tensione (MPa, asse y) e lo spostamento (mm) in deformazione (%, asse x). 
Nel  paragrafo  precedente  è  stato  illustrato  come  calcolare  la  sezione  iniziale  di  ogni 
campione;  questo  è il dato  che rende possibile  la conversione della forza (N)  agente 
istante per istante sulla sezione, in tensione (MPa). Inoltre, essendo nota la lunghezza 
iniziale della porzione di campione compresa tra i morsetti, è immediato il calcolo della 
deformazione istantanea secondo la nota formula 
 
In Figura 3.1.5 e 3.1.6 si riportano due esempi delle curve sforzo-deformazione ottenute: 
la prima rappresenta la curva appartenente a un campione che resiste alla deformazione 
imposta; la seconda invece è la curva di un campione che cede prima di arrivare a una 
deformazione del 60 %. Si presti attenzione al fatto che ciascuna curva rappresentata è la 
cosiddetta “curva ingegneristica”, ovvero quella che si ottiene ignorando il restringimento 
della  sezione  nel  corso  dell’allungamento  del  campione.  Da  questa  curva  è  possibile 
effettuare  una  prima  analisi  ed  estrarre  alcune  informazioni  di  interesse;  tuttavia  per 
un’analisi  più  accurata  sarà  necessario  far  riferimento  ad  una  curva  che  tenga  in 
considerazione le variazioni della sezione nel corso dell’esperimento.  
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Figura 3.1.5 Esempio di curva sforzo-deformazione per un generico campione di pericardio bovino nativo 
che non mostra cedimento (in particolare, pericardio 1, zona C, campione orizzontale). Tale curva si ottiene 
considerando come costante il valore della sezione nel tempo. 
 
 
Figura 3.1.6 Esempio di curva sforzo-deformazione per un generico campione di pericardio bovino nativo 
che  mostra cedimento attorno al 40% di deformazione (in particolare, pericardio 3, zona A, campione 
verticale). Tale curva si ottiene considerando come costante il valore della sezione nel tempo. 
 
Esistono  infine  campioni  che  raggiungono  la  deformazione  del  60%  senza  mostrare 
cedimento,  ma  che  presentano  ugualmente  una  sensibile  variazione  di  pendenza.  Tali 
campioni  hanno  un  andamento  del  tipo  mostrato  in  Fig.  3.1.7:  questi  campioni  si 
considerano resistenti fino al 60% di deformazione anche se la fase lineare finisce prima 
che tale valore sia raggiunto. 
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Figura 3.1.7 Esempio di curva sforzo-deformazione per un generico campione di pericardio bovino nativo 
che pur resistendo fino al 60% di deformazione, mostra una significativa variazione di pendenza prima di 
raggiungere tale valore (in particolare, pericardio 3, zona C, campione verticale). 
 
3.1.5 Estrazione dei parametri di interesse 
Dalle curve sforzo-deformazione è possibile ricavare alcune grandezze come il modulo 
elastico e il modulo elastico incrementale che servono a caratterizzare il comportamento 
meccanico  del  tessuto.  Un  altro  parametro  critico  è  stato  identificato  nella  “tensione 
ultima”, intesa come la “massima tensione raggiunta nella prova prima che inizi qualsiasi 
processo  di  danno”.  Per  semplicità  si  può  dire  che  la  “tensione  ultima”  corrisponde 
all’ultimo valore di tensione appartenente alla fase lineare. Pertanto, nei campioni che 
resistono essa può essere identificata con la tensione corrispondente ad una deformazione 
del  60  %;  diversamente,  nei  campioni  che  cedono  o  mostrano  un  cambiamento  di 
pendenza,  fornisce  un’indicazione  circa  la  massima  tensione  applicabile  prima  che  il 
tessuto  venga  danneggiato.  Il  calcolo  dei  parametri  biomeccanici  citati  può  rivelarsi 
piuttosto complesso, soprattutto quando si ha a che fare con campioni biologici di questo 
tipo.  
Gli esperimenti effettuati consentono di ottenere, per ogni campione, una curva analoga a 
quelle  sopra  rappresentate  (del  primo,  del  secondo  o  del  terzo  tipo  a  seconda  del 
campione). In ogni curva si individua la zona in cui il comportamento si può considerare, 
in prima approssimazione, di tipo elastico-lineare; all’interno di tale zona, si calcola il 
modulo elastico. Si deve a questo punto effettuare una distinzione: per i campioni che non 
mostrano cedimento, si ha comportamento elastico-lineare a partire dal primo punto di 
flesso della curva, fino a raggiungere l’ultimo “punto utile” (ovvero quello in cui si ha la 30 
 
massima tensione). Al contrario, per i campioni che cedono o che variano pendenza, la 
zona lineare viene identificata con la porzione di curva compresa tra il primo e il secondo 
punto di flesso. Si raggruppano i campioni provenienti dallo stesso pericardio, dalla stessa 
zona e orientati allo stesso modo; i campioni appartenenti allo stesso gruppo risultano 
così  il  più  possibile  omogenei  tra  loro,  in  quanto  vengono  minimizzate  le  cause  di 
variabilità. Il modulo elastico di ogni campione viene mediato con quello dei campioni 
appartenenti al medesimo gruppo, ricavando un valore medio, completo di deviazione 
standard (sd), per ogni gruppo. 
Si procede quindi al calcolo del cosiddetto modulo incrementale, grandezza che permette 
di esprimere la rigidezza del materiale tenendo in considerazione il restringimento della 
sezione durante le prove. In particolare, tale grandezza, fornisce una sequenza di valori 
che esprimono come varia la rigidezza del materiale nel corso della prova. La formula per 
il calcolo del modulo incrementale [26] è la seguente: 
; 
Δσ rappresenta un incremento di tensione costante e pari, in questo caso, a 0,2 MPa; 
 rappresenta la deformazione incrementale, ovvero  , con  i+1 
e Li pari alla lunghezza del campione all’istante i+1 e all’istante i; infine  
Δ = , dove   rappresenta la lunghezza iniziale del campione ed è pari a 5 
mm. 
Si presti attenzione al fatto che anche il modulo incrementale viene calcolato soltanto 
laddove il materiale presenta comportamento elastico lineare: in tal modo infatti, è lecito 
supporre che gli incrementi di rigidezza mostrino un andamento crescente all’aumentare 
della tensione. 
La procedura per il calcolo del modulo incrementale, che viene di seguito descritta, è 
piuttosto complessa. 
Innanzitutto è necessario ricordare che il Δσ che compare nella formula fa riferimento alla 
forza normalizzata rispetto alla sezione corrente e non più a quella iniziale. La sezione 
corrente è un dato che si può ricavare, in quanto fornita dalla relazione: 
. 
Il  volume di  ogni  campione  è noto  e costante;  si  conosce inoltre, ad ogni  istante, la 
lunghezza totale del campione, data dalla lunghezza iniziale di 20 mm (si deve infatti in 
questo caso considerare la lunghezza comprensiva anche della porzione che finisce sotto i 31 
 
morsetti)  addizionata  all’allungamento  corrispondente  all’istante  considerato.  Risulta 
pertanto possibile ottenere, per punti, il valore della tensione corrente, data dal rapporto 
tra la forza (N) e la sezione corrente (cm
2, successivamente espressa in m
2 per poter 
fornire un valore di tensione in MPa). Nelle prove effettuate l’allungamento totale del 
campione ￨ di 3 mm: si ￨ deciso di valutare l’andamento della sezione corrente ogni 0,3 
mm,  in  modo  da  avere  a  disposizione  10  punti  su  cui  interpolare  la  curva  di  ogni 
campione.  Interpolando  i  valori  di tensione determinati nel  modo appena descritto,  si 
ottiene  una  curva  simile  a  quella  rappresentata  in  Fig.  3.1.8.  Ai  fini  del  calcolo  del 
modulo incrementale è più conveniente ragionare in termini di spostamento piuttosto che 
di  deformazione,  in  quanto  per  calcolare    e  Δ   sono  necessarie  delle  lunghezze: 
pertanto la curva di riferimento sarà quella in Fig. 3.1.9, avente l’allungamento (cm) in 
ascissa  e  la  tensione  (MPa)  in  ordinata.  (Si  sceglie  di  esprimere  l’allungamento  in 
centimetri e non in millimetri per omogeneità col volume, che viene fornito in millilitri, 
ossia in centimetri cubici. Il modulo incrementale si ottiene in N/cm
2 che, dividendo per 
100, viene immediatamente convertito in MPa,). 
 
 
Figura  3.1.8  Rappresentazione  della  curva  interpolata  relativa  allo  stesso  campione  della  figura  3.1.5 
(pericardio 1, zona C, campione orizzontale). Si nota che la normalizzazione rispetto alla sezione corrente 
fa “alzare” la curva in quanto aumentano i valori di tensione raggiunti. 
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Figura 3.1.9 Rappresentazione della curva interpolata in funzione dell’allungamento del campione. 
 
La curva rappresentata in Fig. 3.1.9 è necessaria per il calcolo del modulo incrementale 
secondo la formula precedentemente riportata: tale curva consente infatti di associare ad 
ogni Δσ la lunghezza corrispondente. Questo punto della procedura è quello più delicato 
in  quanto  è  necessario  associare,  visivamente,  il  dato  di  tensione  al  corrispondente 
allungamento. Per facilitare il procedimento si aggiunge alla curva la griglia mostrata in 
Fig.  3.1.9.  Preso  ad  esempio  il  primo  incremento  di  tensione,  ossia  σ=0,2  MPa,  la 
lunghezza corrispondente a 0,2 MPa sarà quella che nella formula compare come  ; la 
lunghezza corrispondente a 0,4 MPa sarà quella chiamata  i+1 e, infine, si ha L0 che è 
costante. Tali valori,  inseriti  all’interno delle espressioni  di   e  Δ , consentono di 
ottenere il primo valore di  ; si procede allo stesso modo per tutti gli altri. Anche per il 
modulo incrementale, come per il modulo elastico, l’interesse è ristretto alla porzione di 
curva  con  comportamento  elastico-lineare;  pertanto  i  valori  di    tenuti  in 
considerazione  sono  quelli  appartenenti  alla  zona  lineare  della  curva  interpolata. 
All’interno di tale zona si presentano talvolta alcuni outliers (generati dal fatto che il 
modulo incrementale viene calcolato sulla curva interpolata), che vengono eliminati. Si 
raggruppano anche in questo caso i campioni provenienti dallo stesso pericardio, dalla 
stessa zona e con medesima orientazione. In ogni gruppo si calcola la curva media che 
descrive, per punti, l’andamento del modulo incrementale: si ￨ potuto notare che i punti si 
distribuiscono,  con  buona  approssimazione,  attorno  ad  una  retta.  Si  ottiene,  per  ogni 
gruppo, un andamento analogo a quello rappresentata in Fig. 3.1.10. Si traccia la retta di 
regressione, e si valuta l’intercetta, che fornisce una sorta di “rigidezza iniziale”. Il valore 33 
 
della  rigidezza  iniziale  sarà  sicuramente  diverso  dalla  rigidezza  fornita  (per  lo  stesso 
gruppo di campioni) dal modulo elastico, in quanto l’intercetta viene calcolata sulla curva 
“reale”,  corretta  in  base  alla  sezione  corrente.  Ci  si  aspetta  tuttavia  che  esista  una 
relazione  proporzionale  tra  modulo  elastico  e  rigidezza  iniziale  fornita  dal  modulo 
incrementale: si presume cioè che campioni con elevato modulo elastico abbiano elevata 
rigidezza  iniziale  e,  viceversa,  campioni  con  basso  modulo  elastico,  abbiano  bassa 
rigidezza iniziale. 
 
 
Figura 3.1.10 Andamento del modulo incrementale in funzione di Δσ. Ogni punto rappresenta un valore 
del modulo incrementale medio ottenuto su 3 campioni. (In particolare, pericardio3, zona A, campioni 
orizzontali). 
 
Una volta determinati il modulo elastico e il modulo elastico incrementale si passa alla 
determinazione della  “tensione ultima”. Questo  parametro ￨ molto  più  immediato dei 
precedenti in quanto è sufficiente riportare il valore di tensione utilizzato nel calcolo del 
modulo elastico; in particolare, si utilizza il valore di tensione corrispondente all’ultimo 
“punto  utile”  della  fase  lineare.  Anche  per  la  tensione  si  raggruppano  i  campioni 
provenienti dallo stesso pericardio, dalla stessa zona e con medesima orientazione; si 
calcola valor medio completo di standard deviation (sd). 34 
 
3.2 Peritoneo 
Vengono di seguito riportati gli elenchi contenenti tutti i componenti del sistema Bose 
Electroforce necessari per la prova. L’immagine 3.2.1 contiene i principali componenti 
elencati. 
 
Componenti del sistema Bose ElectroForce da sterilizzare 
1.  1 camera biodinamica  
2.  2 vetri per chiudere la camera 
3.  12 bulloni di fissaggio dei vetri sulla camera 
4.  1 collettore pulsatile  
5.  1 soffietto in acciaio con guarnizione in silicone e 4 viti da 4 cm e 2 viti da 2 cm  
6.  1 collettore assiale con guarnizione  
7.  anello in teflon per il collettore assiale 
8.  “premi-guarnizione” e 4 viti da 3.5 cm per fissare il collettore assiale 
9.  1 estensore vascolare in acciaio a 3 ingressi 
10. 1 prolunga interna in acciaio da fissare all’estensore vascolare  
11. 1 prolunga interna in nylon  
12. 2 estensori in materiale polimerico per il fissaggio del vaso 
13. 14 tappi luer e 2 tappi normali 
14. 2 filtri per l’ossigeno 
15. 1 testa della pompa  
16. 2 chiavi inglesi, una da 11 mm e l’altra da 16 mm per fissare i supporti alla camera 
biodinamica 
17. 2 rubinetti luer 
18. 2 tappi luer per fissare internamente i rubinetti 
19. 1 sensore di pressione e 1 luer specifico per il sensore (no autoclavaggio per il 
sensore) 
20. 3 brugole per fissare le viti dei collettori: quella da 1/8 e quella da 9/64 (corte),quella 
da 7/64(lunghe) 
Componenti aggiuntivi 
21. Tubi sterili: 
1 per connettere reservoir alla pompa da 1 m 
1 per connettere la pompa al collettore pulsatile da 1 m 35 
 
1 per connettere l’uscita della camera al reservoir da 1 m 
1 per il ricircolo da 50 cm  
2  per il loop da 30 cm  
2 tubicini interni al reservoir: uno da 10 cm e uno da 26 cm. 
22. 1 sonda di temperatura sterile 
23. 1 chiave dinamometrica 
  1 reservoir con tappo (Fig. 1.5) 
  acqua deionizzata per riempire il soffietto (in alternativa acqua bidistillata) 
  soluzione per sterilizzare il sensore di pressione 
 
 
 
Figura 3.2.1 Immagine dei principali componenti del sistema necessari per la prova. Camera biodinamica 
(1),vetri di chiusura della camera biodinamica (2), bulloni di fissaggio (3), collettore pulsatile (4), soffietto 
con viti inserite (5), collettore assiale (6), anello in teflon (7), premi guarnizione (8), estensore vascolare in 
acciaio  a  3  ingressi  (9),  prolunga  interna  in  acciaio  (10),  prolunga  interna  in  nylon  (11),  estensori  in 
materiale polimerico (12), tappi luer (13), filtri per l’ossigeno (14), testa della pompa (15), chiavi inglesi 
(16), rubinetto (17), luer per fissare i rubinetti (18), sensore di pressione (19), brugole (20), tubi sterili (21), 
sonda di temperatura (22), chiave dinamometrica (23). 
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3.2.1 Procedura di sterilizzazione 
Tutti gli oggetti elencati possono essere sterilizzati in autoclave, eccetto il sensore di 
pressione e il relativo adattatore (Tuohy-Borst adapter fitting).  
I cicli in autoclave comprendono 30 minuti di esposizione a 121° C e 15-20 minuti di 
tempo di scarico: temperature più alte e/o tempi più lunghi potrebbero degradare i 
materiali polimerici (p.es., il policarbonato delle porte della camera biodinamica e le 
guarnizioni in silicone). 
Il  sensore di  pressione e il  relativo adattatore possono  essere sterilizzati secondo due 
metodi alternativi: l’ossido di etilene, oppure sotto cappa sterile, mediante immersione 
per  30  minuti  in  una  soluzione  di  etanolo  al  70%  in  acqua  deionizzata  seguita  da 
abbondanti risciacqui. 
Esistono alcuni componenti aggiuntivi che (quando applicabili) non sono autoclavabili. 
Questi  includono  il  “drip  tray”  e  il  “drip  guard”,  i  rubinetti  di  arresto,  la  chiave 
dinamometrica, la coppia di teste, la cavità esagonale da 3 mm e la chiave combinata da 
17 mm. 
È preferibile che tutti i componenti da inserire in autoclave vengano disassemblati prima 
della sterilizzazione, in modo da garantire la massima efficacia della procedura e non 
forzare le guarnizioni.  
Al termine della sterilizzazione ogni componente viene riposto in un sacchetto sterile, che 
verrà aperto solo al momento dell’utilizzo. 
 
3.2.2 Prove preliminari 
Il condizionamento di un tessuto biologico all’interno di un bioreattore è un processo 
molto  complesso,  che  richiede  una  serie  di  prove  iniziali  volte  alla  verifica  del 
raggiungimento, all’interno del sistema, delle condizioni adatte alla prova.  
Le  prime  prove  sono  state  effettuate  utilizzando  un  innesto  sintetico  e  riempiendo  il 
reservoir con semplice acqua deionizzata. Tali prove avvengono in condizioni di “non-
sterilità”, in quanto l’obiettivo ￨ quello di settare i parametri del sistema in modo tale da 
ottenere un flusso pulsatile ad una pressione di 80-120 mmHg. La presenza di un innesto 
sintetico, con compliance molto diversa da quella di un tessuto biologico, non ha influito 
sulla prova in quanto il misuratore di pressione ￨ posto “a monte” dell’innesto stesso e 
misura la pressione del flusso in ingresso al condotto. Tale flusso è reso pulsatile da 
un’onda sinusoidale che viene impressa dal motore: le prove hanno dimostrato che per 
raggiungere  un  range  pressorio  vicino  a  quello  fisiologico,  è  opportuno  impostare  il 37 
 
sistema in modo che tale onda abbia ampiezza pari a 0,4/0,5 e frequenza di 1 Hz. Si è 
inoltre  notato  che  il  range  pressorio  ottenuto,  nonostante  i  parametri  siano  mantenuti 
costanti,  presenta  comunque  una  certa  variabilità:  è  necessario  per  questo  regolare 
manualmente le resistenze presenti sui tubi di ingresso e di uscita della camera. I range 
pressori ottenuti in questo modo sono accettabili, in quanto oscillano tra 60 e 140 mmHg.  
Le prove successive vengono effettuate con tessuto umano, utilizzando acqua deionizzata 
come “mezzo di coltura”. Tali prove non hanno ancora lo scopo di valutare se il peritoneo 
rimanga “vitale” nel corso dell’esperimento, ma soltanto quello di capire le difficoltà 
pratiche.  È  emerso,  ad  esempio,  che  è  di  fondamentale  importanza  la  lunghezza  del 
“vaso”, in quanto nelle prove effettuate con innesti troppo corti, il filo di sutura ￨ saltato. 
Nel  corso  di  queste  prime  prove  è  stato  riscontrato  un  altro  problema  relativo  al 
mantenimento della temperatura corretta all’interno della camera biodinamica (quindi la 
temperatura del mezzo di coltura): l’insieme di tubi del sistema Bose ElectroForce genera 
infatti  un’elevata  dispersione,  che  può  rilevarsi  pericolosa,  in  quanto  un  eccessivo 
abbassamento  della  temperatura  può  provocare  la  morte  cellulare.  Risulta  necessario 
riscaldare il mezzo di coltura, evitando però temperature troppo elevate che potrebbero 
denaturare le proteine. Immergendo il reservoir in un bagno termostatato a 41.5 °C, la 
temperatura  inizialmente  rilevata  al  suo  interno  è  di  39  °C,  a  cui  corrisponde  una 
temperatura di 35.4 °C nella camera biodinamica. Nel giro di poche ore la temperatura nel 
reservoir si porta a 38°C, mentre quella all’interno della camera biodinamica a 37°C: 
valori accettabili per eseguire gli esperimenti.  
Per  le  prove  successive  si  passa  all’utilizzo  di  una  soluzione  di  600  ml  di  Iscove’s 
Modified Dulbecco’s medium addizionato con 150 ml di FBS (Fetal Bovine Serum) come 
mezzo  di  coltura.  Gli  step  della  prova  effettuata  con  tessuto  umano  e  FBS  vengono 
descritti nel paragrafo successivo. 
 
3.2.3 Fasi della procedura 
Fase 1: prelievo e preparazione del tessuto (peritoneo) 
Di  norma,  i  campioni  di  tessuto  vengono  prelevati  durante  interventi  chirurgici  di 
rimozione dell’aneurisma dell’aorta toraco-addominale da pazienti di età compresa tra 60 
e  80  anni.  L’invasività  dell’intervento  comporta  la  rimozione  di  piccole  porzioni  di 
peritoneo che vengono utilizzate per l’esperimento. La presenza della patologia vascolare 
non  influisce  sulla  qualità  del  peritoneo,  che  pertanto  risulta  essere  un  tessuto  sano, 38 
 
sebbene proveniente da pazienti solitamente anziani. Il campione di tessuto prelevato ha 
dimensioni di circa 8 x 8 cm
2 (Fig. 3.2.2). 
Il peritoneo deve essere separato dalla fascia muscolare che lo riveste e che gli consente 
di aderire alla parete addominale (Fig. 3.2.3); tale fascia è costituita da un tessuto molto 
vascolarizzato e poco elastico, per questo non idoneo allo scopo dello studio. 
Al fine di conferire al frammento di peritoneo la forma e il calibro di un vaso sanguigno, 
viene utilizzato come supporto un tutore metallico di forma tubulare del diametro interno 
di circa 5/6 mm (Fig. 3.2.4 e 3.2.5). 
Nel dettaglio, un capo del filo di sutura viene tirato per tubulizzare il peritoneo all’interno 
del tutore, in modo da poter far scorrere la mesh di acciaio inossidabile sulla superficie 
esterna. A questo  punto  si  avvita la prolunga in  nylon  al  supporto scelto (sia esso  il 
“rubinetto” o il semplice estensore in materiale polimerico) e si avvicina l’estremità di 
tale  supporto  al  tutore.  Si  estrae  una  piccola  porzione  di  peritoneo  e  si  separano  le 
superfici  collabite  in  modo  tale  da  farle  “scivolare”  sull’estremità  del  supporto  (Fig. 
3.2.6). 
Si cerca di fissare la porzione di peritoneo estratta all’estremità del supporto utilizzando 
del  filo  di  sutura.  Si  ricopre  quindi  il  tutto  con  la  mesh,  che  viene  anch’essa  fissata 
mediante  filo  di  sutura  in  modo  che  risulti  aderente  al  tessuto  e  quindi  al  supporto 
sottostante (Fig. 3.2.7). 
Si procede estraendo lentamente il peritoneo, che viene via via ricoperto dalla mesh (Fig. 
3.2.8) e, una volta terminata l’estrazione, si taglia la mesh in modo che abbia all’incirca la 
stessa lunghezza del campione. 
Durante queste operazioni le superfici del tessuto già estratto tendono a collabire: per 
questo  motivo  al  termine  si  introduce  acqua  sterile  con  una  siringa  all’interno  del 
campione, in modo da rigonfiarlo e consentire all’estremità ancora libera di aprirsi. Si fa 
quindi arretrare un po’ la mesh per infilare l’estremità libera sul supporto scelto (Fig. 
3.2.9) e si procede come per il capo opposto: si ancora il tessuto con del filo di sutura, si 
fa avanzare nuovamente la mesh e la si fissa col filo di sutura. Il campione risulta ora 
pronto per essere montato all’interno della camera biodinamica (Fig. 3.2.10). 
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Figura 3.2.2 Lembo di peritoneo.  Figura 3.2.3 Separazione del peritoneo dalla fascia 
muscolare. 
 
 
   
Figura 3.2.4 Il peritoneo viene avvolto sul tutore 
metallico. 
Figura 3.2.5 Sutura del peritoneo. 
 
 
   
Figura 3.2.6 Il peritoneo viene fatto scorrere 
sull’estensore vascolare e suturato. 
Figura 3.2.7 Sutura della mesh. 
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Figura 3.2.8 Il peritoneo viene ricoperto dalla mesh.  Figura 3.2.9 La mesh viene fatta arretrare. 
 
 
Figura 3.2.10 Immagine del campione “pronto” per il montaggio nella camera biodinamica. 
 
Fase 2: assemblaggio della camera biodinamica 
Per riuscire a innestare il campione all’interno della camera garantendo il mantenimento 
della sterilità, è necessario seguire con ordine la procedura di assemblaggio. Innanzitutto 
si fissa il “premi guarnizione” al collettore assiale (a quest’ultimo devono essere avvitate 
le viti che vengono “allentate” durante la sterilizzazione) interponendo l’anello in teflon; 
il pezzo così assemblato viene fissato alla camera biodinamica utilizzando le viti da 3.5 
cm. Si raccomanda l’utilizzo della chiave dinamometrica per stringere le viti metalliche 
sulle componenti polimeriche onde evitare di danneggiare le filettature. 
Prima di ancorare il collettore pulsatile alla camera biodinamica è necessario riempire il 
soffietto fino all’orlo con acqua deionizzata (o, in alternativa, acqua sterile bidistillata) e 
chiuderlo con la guarnizione in silicone. 
La base del soffietto presenta 6 fori disposti ad esagono, che vanno allineati a quelli del 
collettore pulsatile e servono a far passare le viti. I due pezzi vengono quindi sovrapposti 
in modo che i fori combacino. Per fissarli alla camera si posizionano le 4 viti da 4 cm ai 41 
 
vertici  superiori  e  inferiori,  mentre  le  2  viti  da  2  cm  vengono  posizionate  nei  fori 
intermedi. 
Si introduce ora l’estensore vascolare metallico nella camera biodinamica, infilandolo dal 
lato del collettore assiale. All’estensore viene avvitata la prolunga in nylon, alla quale ￨ 
collegato il supporto su cui è fissato il peritoneo; questa operazione viene effettuata con le 
chiavi inglesi precedentemente sterilizzate. 
Si passa quindi al lato opposto della camera: grazie al “rubinetto” a 3 vie ￨ consentita la 
libertà di movimento necessaria al montaggio, che sarebbe invece più limitata in presenza 
di un normale estensore in materiale polimerico; quest’ ultimo implicherebbe la torsione 
del tessuto. 
Il campione risulta ora adeguatamente posizionato all’interno della camera biodinamica, 
come mostrato in Fig. 3.2.11. 
 
 
Figura 3.2.11 Immagine frontale della camera biodinamica con il campione di peritoneo correttamente 
posizionato. 
 
 
Fase 3: riempimento della camera biodinamica 
Il  riempimento  della  camera  deve  avvenire  successivamente  a  quello  del  reservoir;  è 
infatti  necessario  che  il  volume  complessivo  del  terreno  di  coltura  non  ecceda  la 
capacità  del  reservoir  stesso.  Quest’ultimo  viene  riempito  con  600  ml  di  Iscove’s 
Modified Dulbecco’s medium addizionato con 150 ml di FBS (Fetal Bovine Serum). 42 
 
Prima di chiudere il reservoir si collegano all’interno del tappo due tubi sterili, uno di 10 
cm e l’altro di circa 26 cm: il primo ￨ quello di “ritorno” del liquido in uscita dalla camera 
biodinamica, il secondo ￨ quello di “pescaggio” del liquido da immettere nella camera 
biodinamica e per questo più lungo. 
Sul tappo del reservoir esiste un terzo accesso, sul quale viene posizionato un filtro per 
evitare contaminazioni a contatto con l’atmosfera. L’altro filtro viene invece inserito su 
uno degli ingressi superiori della camera biodinamica. 
A questo punto la camera biodinamica può essere chiusa bloccando i due vetri con i 12 
bulloni in dotazione. Vengono chiusi anche i 3 ingressi inferiori con i tappi luer. 
Due degli ingressi presenti sul collettore pulsatile vengono invece connessi tramite un 
tubo sterile di circa 30 cm e si chiudono i restanti con tappi luer. 
Si utilizza un tubo di circa 50 cm per connettere una delle uscite dell’estensore vascolare 
in metallo con uno degli ingressi posti sulla parete superiore della camera: questo tubo 
serve per il ricircolo. Si chiudono infine le uscite degli estensori vascolari con tappi luer. 
A questo punto si può procedere al riempimento della camera biodinamica, che avviene 
attraverso uno degli ingressi della parete superiore rimasto libero, ovvero quello da cui 
poi uscirà il flusso. Si collega un’estremità di un tubo sterile di circa 1 m al reservoir e 
l’altra estremità alla camera biodinamica: si lascia fluire il mezzo di coltura dal reservoir 
alla camera biodinamica fino a raggiungere il livello di riempimento desiderato. 
Si collega un secondo tubo sterile di lunghezza 1 m ad un altro ingresso del reservoir. 
L’estremità opposta del tubo è clampata per mantenere la sterilità (verrà successivamente 
connessa alla pompa). Si chiudono con i tappi luer tutti gli ingressi della camera rimasti 
liberi. Le altre connessioni vengono ultimate in laboratorio. 
 
Fase 4: procedura da seguire sulla macchina 
Una volta portato in laboratorio tutto il materiale, si fissa la camera biodinamica alla base 
di appoggio presente sul piano di lavoro. Le due estremità della camera possono essere 
descritte nel modo seguente: da un lato si ha il soffietto, che viene appoggiato e fissato sul 
supporto collegato al motore. Dall’altro lato si trova l’estensore vascolare che poggia su 
un supporto collegato alla piastra di contenimento. La porzione dell’estensore vascolare 
che rimane all’interno della camera può essere regolata prima che esso venga avvitato al 
supporto; in questo modo ￨ possibile conferire al tessuto all’interno della camera il livello 
di tensione desiderato. 43 
 
Prima delle ultime connessioni, ￨ necessario avvitare la testa della pompa al “driver”, 
prestando attenzione che non vi sia umidità presente sul retro: questa parte infatti viene a 
contatto con l’elettronica del “driver” e potrebbe danneggiarla.  
Si collega un tubo sterile di circa 1 m all’uscita della pompa, mentre l’altra estremità del 
tubo  viene  collegata  a  uno  degli  ingressi  del  collettore  pulsatile  che  era  stato 
precedentemente  chiuso.  Infine,  l’estremità  del  tubo  che  era  rimasta  chiusa  viene 
collegata all’ingresso della pompa. Si posiziona il sensore di pressione sulla camera e lo 
si connette all’apparecchiatura. Si avvia la prova. 
Si riporta in Fig. 3.2.12 un’immagine della camera biodinamica posizionata sul banco di 
prova una volta che sono state ultimate le connessioni: i tubi di flusso non sono ancora 
riempiti  dal  mezzo  di  coltura  in  quanto  l’immagine  viene  precede  di  qualche  istante 
l’avvio della prova. 
 
 
Figura 3.2.12 Immagine della camera biodinamica riempita col mezzo di coltura; i tubi di flusso non 
contengono mezzo di coltura in quanto la prova non è ancora stata avviata. 
 
3.2.4 Pulizia del sistema 
Dopo ogni esperimento, i componenti del sistema devono essere disassemblati e puliti. Lo 
svuotamento e la pulizia del sistema vengono effettuati in ospedale, perciò è necessario 
rimuovere la camera dal supporto presente sul piano di lavoro e riporla in un contenitore 
per il trasporto. Si stacca anche la testa della pompa dal suo “driver” e si lasciano i tubi 
connessi per evitare la fuoriuscita del mezzo di coltura. 44 
 
Arrivati in ospedale si deve procedere all’estrazione del campione di tessuto biologico 
dalla camera biodinamica. Si svuota il mezzo di coltura all’interno di un recipiente, in 
modo tale da poter aprire la camera minimizzando le perdite. Si svitano i bulloni e si 
rimuovono entrambi i vetri per prelevare il campione. Si deve quindi seguire la prassi 
necessaria per ripulire il tutto: si staccano i tubi dal reservoir e dalla camera e si lavano 
con  sapone  neutro  in  acqua  deionizzata;  si  sciacquano  poi  accuratamente  con  acqua 
deionizzata. 
La stesso  procedimento va seguito per la pulizia della  camera e del  reservoir. Per la 
camera si deve prestare particolare attenzione, disassemblando i collettori in modo da 
avere accesso a tutte le superfici per assicurare una pulizia profonda; questo preverrà la 
crescita batterica sulle superfici difficili da raggiungere. 
Al  termine  dell’esperimento  è  importante  pulire  la  camera  e  i  vari  componenti 
immediatamente  e  non  lasciare  mai  i  fluidi  o  l’acqua  deionizzata  utilizzata  ad 
asciugare su di essi. 
Sebbene l’uso della candeggina non sia indicato per i componenti metallici, una soluzione 
di candeggina al 10% in acqua deionizzata può essere utilizzata per sciacquare altre parti 
del sistema, come i tubi e i raccordi in materiale polimerico. Possono essere puliti in 
questo  modo  anche  altri  componenti  che  vengono  a  contatto  con  il  plasma,  come  il 
sensore di pressione e la testa della pompa. 45 
 
4. Risultati 
 
4.1 Pericardio 
4.1.1 Considerazioni generali 
Nel  presente  lavoro  vengono  analizzati,  in  totale,  4  pericardi.  In  ciascuno  di  essi  si 
procede all’identificazione delle zone A, B, C e al taglio dei campioni come descritto nel 
Capitolo 3. Nel corso delle prove sperimentali  si sono talvolta verificati alcuni errori 
nell’impostazione della procedura o nella lavorazione dei campioni: ciò ha causato la 
perdita dei dati relativi agli stessi. Pertanto, alcuni gruppi di dati, di seguito contrassegnati 
con il simbolo “*”, contengono solo due campioni invece che tre.  
In generale, i risultati ottenuti confermano la grande variabilità intra e interindividuale, 
confermata da dati presenti in letteratura [10, 24, 27]. Tale variabilità si esprime non solo 
in termini di spessore, densità e distribuzione delle fibre elastiche all’interno del tessuto, 
ma anche in termini anatomici. Al momento del prelievo del tessuto, infatti, la linea di 
demarcazione  tra  porzione  destra  e  sinistra  del  pericardio  (segnata  dalla  coronaria 
discendente) presenta molto spesso orientazioni differenti. A questo si deve aggiungere la 
variabilità in termini di dimensioni per il ventricolo anteriore sinistro che, in uno dei 
pericardi studiati, non ha permesso l’individuazione della zona C.  
Nonostante  le  molteplici  cause  di  variabilità  citate,  si  può  affermare,  in  via  del  tutto 
generale,  che  tutte  le  curve  sforzo-deformazione  dei  campioni  presentano  un 
comportamento che può essere suddiviso in tre regioni, rappresentate in Fig. 4.1.1. Una 
prima fase (che va dal punto O al punto A) in cui si hanno bassi incrementi di tensione, a 
cui  corrispondono  elevati  incrementi  di  deformazione;  questa  porzione  della  curva 
corrisponde alla fase in cui il tessuto inizia a essere teso e in cui avviene l’allineamento 
delle  fibre  generato  dalla  trazione.  La  durata  di  questa  prima  fase  varia  molto  da 
campione a campione, in quanto probabilmente è molto sensibile al posizionamento dello 
stesso  tra  i  morsetti  delle  grips;  tale  durata  incide  anche  sul  “punto  di  inizio”  della 
seconda fase, che risulta altrettanto variabile. Nella seconda fase (compresa tra i punti A e 
B) il comportamento diventa lineare e si hanno incrementi proporzionali di tensione e 
deformazione; in questa fase le fibre sono tese e esplicano resistenza a trazione. Infine c’￨ 
una terza regione (che non è possibile identificare nei campioni che resistono fino al 60 % 
di deformazione) che corrisponde alla fase di danno; esiste infatti un limite critico (punto 46 
 
B), oltre il quale il comportamento del campione torna ad essere non-lineare, e in cui 
avviene probabilmente la rottura di alcune fibre. 
 
 
Figura 4.1.1 Rappresentazione di una generica curva sforzo-deformazione (in particolare, pericardio 4, 
zona B, campione diagonale) nella quale si evidenziano tre tratti: il tratto O-A nel corso del quale avviene 
l’allineamento delle fibre; il tratto A-B, in cui le fibre sono allineate ed esplicano resistenza; il tratto che 
segue B, in cui varia la pendenza della curva e ha inizio il cedimento. 
 
Il  comportamento appena illustrato  (osservato  anche in  letteratura  [20, 28, 29])si può 
rilevare in tutti i campioni, a prescindere dal pericardio da cui vengono prelevati, dalla 
zona o dall’orientazione; i dati acquisiti mettono in evidenza la variabilità nell’inizio e 
nella  durata  della  fase  elastica-lineare.  Nel  paragrafo  4.1.2  vengono  riportate,  come 
esempio, le curve sforzo-deformazione dei campioni appartenenti al pericardio 4 (per le 
curve dei pericardi 1, 2 e 3 si rimanda all’Appendice, 6.1). Il paragrafo contiene inoltre 
una  descrizione  dettagliata  dell’analisi  meccanica  condotta  sul  pericardio  4;  la  stessa 
analisi viene effettuata sui pericardi 1, 2 e 3, di cui si riportano i risultati riassuntivi nel 
paragrafo 4.1.3. Si presti attenzione al fatto che si è preferito analizzare separatamente 
ogni pericardio a causa dell’elevata variabilità interindividuale esistente, che in molti casi 
rende difficilmente confrontabili i dati provenienti da animali diversi. Nel paragrafo 4.1.4 
si tenta di raggruppare anche dati provenienti da soggetti diversi. 
 
4.1.2 Pericardio 4: analisi dettagliata 
Per la rappresentazione delle curve sforzo-deformazione del pericardio 4, si sceglie di 
raggruppare in uno stesso grafico i campioni appartenenti alla medesima zona. Si usano 
colori diversi per distinguere gli orientamenti dei vari campioni. In ogni zona vi sono 9 
campioni: 3 orizzontali (0°), 3 diagonali (45°) e 3 verticali (90°). In Fig. 4.1.2 si riportano 47 
 
i campioni appartenenti alla zona A, in Fig. 4.1.3 i campioni appartenenti alla zona B, in 
Fig. 4.1.4 quelli appartenenti alla zona C. Si presti attenzione al fatto che nella zona B e 
nella zona C manca uno dei campioni verticali, pertanto si hanno in totale otto curve. 
 
 
Figura 4.1.2 Rappresentazione delle curve sforzo-deformazione dei campioni appartenenti alla zona A del 
pericardio  4.  Gli  andamenti  in  blu  appartengono  ai  campioni  orizzontali,  quelli  in  verde  ai  campioni 
diagonali e quelli in rosso ai campioni verticali. 
 
 
Figura 4.1.3 Rappresentazione delle curve sforzo-deformazione dei campioni appartenenti alla zona B del 
pericardio  4.  Gli  andamenti  in  blu  appartengono  ai  campioni  orizzontali,  quelli  in  verde  ai  campioni 
diagonali e quelli in rosso ai campioni verticali. 
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Figura 4.2.4 Rappresentazione delle curve sforzo-deformazione dei campioni appartenenti alla zona C del 
pericardio  4.  Gli  andamenti  in  blu  appartengono  ai  campioni  orizzontali,  quelli  in  verde  ai  campioni 
diagonali e quelli in rosso ai campioni verticali.  
 
Gli  andamenti  riportati  non  consentono  di  trarre  alcuna  informazione  immediata  ed 
evidente  sul  comportamento  meccanico  dei  campioni;  tuttavia,  a  livello  qualitativo,  è 
possibile  effettuare  alcune  osservazioni.  Innanzitutto  i  campioni  verticali  (rossi) 
sembrerebbero quelli con comportamento meccanico peggiore. A prescindere dalla zona 
di appartenenza, le curve di questi campioni sono piuttosto “basse” rispetto a quelle dei 
campioni orizzontali o diagonali: questo significa che “resistono meno” poich￩, a parità di 
tensione sviluppata nel corso della prova, raggiungono deformazioni maggiori. I campioni 
verticali, inoltre, sono quelli che mostrano più spesso processi di cedimento o, perlomeno, 
sensibili variazioni nella pendenza della curva. Un’altra indicazione, ancor più generica, 
emerge  dai  raggruppamenti  “per  zona”:  gli  andamenti  dei  campioni  della  zona  A 
sembrano raggiungere valori di tensione più bassi rispetto a quelli delle altre due zone. In 
particolare, la tensione massima raggiunta per le curve della zona A varia tra i 2 e i 6 
MPa; la tensione massima raggiunta dai campioni della zona B varia tra i 4 e gli 8 MPa e 
quella della zona C tra i 3 e i 7 MPa.  
Le osservazioni finora riportate sono del tutto qualitative e necessitano di un criterio più 
preciso per discriminare gli orientamenti e/o le zone. Come descritto nel Capitolo 3, la 
grandezza “prescelta” ￨ il modulo elastico, calcolato mediando il modulo dei campioni 
appartenenti allo stesso pericardio, alla stessa zona e con medesima orientazione. In ogni 
pericardio si hanno quindi, in totale, nove gruppi, in quanto ogni pericardio ha tre zone, e 
ogni zona presenta tre gruppi (corrispondenti alle tre orientazioni dei campioni). La Fig. 
4.1.5 mostra l’andamento riassuntivo del modulo elastico (E) dei campioni del pericardio 49 
 
4 completo di standard deviation (sd): vengono messe in evidenza le tre zone e i tre 
orientamenti. 
 
Figura  4.1.5  Andamento  del  modulo  elastico  medio,  completo  di  standard  deviation  all’interno  delle 
diverse zone del pericardio 4. Le diverse orientazioni vengono rappresentate con colori differenti: blu per i 
campioni orizzontali, verde per i diagonali, rosso per i verticali. La mancanza di un campione all’interno dei 
diversi raggruppamenti è contrassegnata col simbolo “*”. 
 
Il  grafico  mette  immediatamente  in  evidenza  l’estrema  variabilità  nei  dati.  Non  ￨ 
possibile  trarre  conclusioni  certe  da  questi  andamenti,  tuttavia  anche  l’istogramma 
conferma quanto emerso dalle curve sforzo-deformazione: i campioni verticali sembrano 
quelli  con  prestazioni  meccaniche  peggiori,  in  quanto  il  loro  modulo  elastico  risulta, 
almeno in termini medi, inferiore a quello dei campioni diagonali e di quelli orizzontali. 
La direzione verticale sembrerebbe pertanto quella da evitare al momento del prelievo del 
tessuto per la fabbricazione delle protesi valvolari. Questo andamento si conferma anche 
riunendo tutti i campioni del pericardio 4 orientati allo stesso modo, a prescindere dalla 
zona di appartenenza (Fig. 4.1.6). 
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Figura  4.1.6  Istogramma  del  modulo  elastico  medio  dei  campioni  del  pericardio  4  raggruppati  per 
orientamento, a prescindere dalla zona di appartenenza. Ogni raggruppamento contiene 9 campioni (nei 
verticali mancano due campioni, per questo vengono contrassegnati con “*”).  
 
Il raggruppamento sulla base dell’orientazione continua a mostrare elevata variabilità: 
questo dato non stupisce in quanto la distribuzione delle fibre elastiche all’interno del 
ventricolo  anteriore  sinistro  sembra  non  presentare  una  direzione  preferenziale  di 
orientamento.  Di  maggior  interesse  potrebbe  essere  invece  l’analisi  delle  proprietà 
meccaniche  del  tessuto  raggruppando  i  campioni  in  base  alla  zona  di  appartenenza 
(ovvero seguendo i raggruppamenti delle Figure 4.1.2-4.1.4). Le diverse zone (disposte 
come in Fig. 3.1.2a e, schematicamente, in Fig. 3.1.2b) presentano alcune caratteristiche 
che potrebbero essere causa di sensibili differenze al loro interno. La zona A è al confine 
tra gli atri e i ventricoli, pertanto si suppone che sia quella più “critica”, in cui le proprietà 
meccaniche  del  tessuto  possono  essere  “di  transizione”  e  dimostrarsi  sensibilmente 
diverse rispetto alle altre due zone; la zona B si trova al centro del ventricolo anteriore 
sinistro  e  le  proprietà  dovrebbero  essere  più  omogenee;  infine  la  zona  C  che,  pur 
appartenendo al ventricolo anteriore sinistro, resta comunque una regione “di confine” in 
quanto ￨ quella più vicina all’apice del cuore e, di conseguenza, ad altre porzioni del 
ventricolo.  Il  calcolo  del  modulo  elastico  medio  dei  campioni  suddivisi  per  zona  ha 
mostrato che, almeno in termini medi, la zona A risulta quella con valori più bassi. In 
particolare, per il pericardio 4 si ha l’istogramma di Fig. 4.1.7. 
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Figura 4.1.7 Istogramma del modulo elastico medio dei campioni del pericardio 4 raggruppati per zona. 
Ogni  raggruppamento  contiene  in  questo  modo  9  campioni  (nella  zona  B  e  nella  zona  C  manca  un 
campione, per questo vengono contrassegnate con “*”).  
 
La differenza nei valori del modulo elastico è particolarmente evidente fra la zona A e la 
zona B, mentre è confermata solo in termini medi fra la zona A e la zona C. Applicando 
ai dati il test statistico di Kruskal-Wallis, è possibile confermare che esiste un campione 
mediano (la zona A) significativamente diverso dagli altri (p<0,05). Il raggruppamento 
dei campioni sulla base della zona di appartenenza sembra essere un criterio migliore 
rispetto  al  raggruppamento  basato  sull’orientazione,  in  quanto  consente  una  miglior 
discriminazione fra i diversi gruppi. Questa considerazione porta a riunire i campioni 
sulla base della zona di appartenenza anche per quanto riguarda il modulo incrementale, 
grandezza considerata più “precisa” a livello meccanico poich￩ tiene in considerazione le 
variazioni della sezione nel corso della prova. Come descritto nel Capitolo 3, per ogni 
campione si ha una sequenza discreta di valori del modulo incrementale. Tali valori si 
distribuiscono attorno a una retta di cui si valuta l’intercetta, che viene interpretata come 
una sorta di  “valore indicativo della  rigidezza iniziale del  campione”  (si  riportano in 
Appendice,  6.2,  gli  andamenti  del  modulo  incrementale  dei  campioni  e  l’intercetta 
calcolata su di essi). Tale valore sarà più elevato rispetto al modulo elastico del campione 
stesso, ma dovrà essere proporzionale a quest’ultimo. Si sceglie quindi di mediare i valori 
delle intercette dei campioni appartenenti alla stessa zona e si riportano in Fig. 4.1.8 i 
risultati ottenuti per il pericardio 4. 
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Figura 4.1.8 Istogramma del modulo incrementale medio dei campioni del pericardio 4 raggruppati per 
zona. Si utilizza il simbolo “*” per indicare la mancanza di un campione in ciascuna delle due zone. 
 
Gli andamenti medi del modulo incrementale si mantengono proporzionali a quelli del 
modulo elastico: la zona A risulta ancora quella con valori più bassi, la zona C quella con 
valori  intermedi  e  la  zona  B  quella  con  valori  più  alti.  In  questo  caso  la  zona  A  si 
differenzia  molto  bene  sia  dalla  zona  B  che  dalla  zona  C.  Applicando  ai  dati  il  test 
statistico  di  Kruskal-Wallis,  si  ha  conferma  che  esiste  ancora  un  campione  mediano 
significativamente diverso dagli altri (p<0,05). 
Si passa infine alla valutazione della “tensione ultima”, un parametro che indica qual ￨ la 
massima  tensione  raggiunta  dai  campioni  prima  del  cedimento.  Tale  parametro  è 
considerato di secondaria importanza in quanto per i campioni che raggiungono il 60 % di 
deformazione senza cedere non è indicativo:  non identifica la tensione a cui  inizia il 
danno, ma semplicemente la massima tensione raggiunta nel corso della prova. Risulta 
ugualmente  interessante  riportarne  l’andamento  in  quanto,  almeno  in  termini  medi, 
rispecchia quelli visti per il modulo elastico e il modulo elastico incrementale (Fig. 4.1.9): 
la zona A mostra prestazione meccaniche peggiori, la zona C è quella intermedia, mentre 
la zona B si dimostra la migliore. 
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Figura 4.1.9 Istogramma dei valori di tensione ultima dei campioni del pericardio 4 raggruppati per zona. 
Si utilizza il simbolo “*” per indicare la mancanza di un campione in ciascuna delle due zone. 
 
Sulla  base  dei  risultati  ottenuti  è  possibile  effettuare  alcune  considerazioni  di  tipo 
generale. Innanzitutto, come accennato, il raggruppamento per zona sembra fornire una 
chiave di interpretazione dei dati migliore rispetto al raggruppamento per orientazione; 
tale  dato  è  concorde  col  fatto  che  sembra  non  esista  una  direzione  preferenziale 
nell’orientamento delle fibre elastiche all’interno del tessuto. In secondo luogo, la zona A 
si presenta come quella con prestazioni meccaniche peggiori, e quindi da escludere al 
momento del prelievo del tessuto per la fabbricazione delle protesi valvolari biologiche. 
 
4.1.3 Risultati complessivi: pericardi 1, 2, 3 e 4 
Nel presente paragrafo vengono riportati i risultati complessivi relativi agli andamenti del 
modulo  elastico  e  del  modulo  incrementale  all’interno  dei  diversi  pericardi.  Per 
completezza vengono inseriti anche i dati relativi al pericardio 4, discussi nel paragrafo 
precedente.  Innanzitutto  si  riportano  i  valori  del  modulo  elastico  medio,  completo  di 
standard  deviation,  mantenendo  la  suddivisione  dei  pericardi,  delle  zone  e  delle 
orientazioni. La Fig. 4.1.10 esemplifica questo concetto. 54 
 
 
Figura  4.10  Rappresentazione  del  modulo  elastico  medio,  completo  di  standard  deviation,  per  tutti  i 
pericardi analizzati. In asse x vengono indicati la zona e il pericardio di appartenenza. In questa immagine si 
mantiene sia la suddivisione per zone che quella per orientamento. Il simbolo “*” indica la mancanza di un 
campione nel gruppo contrassegnato. 
 
La  figura  mette  immediatamente  in  evidenza  la  grande  variabilità  presente  tra  i  dati. 
Diventa difficile, e talvolta nemmeno possibile, “trasferire” anche agli altri tre pericardi le 
considerazioni fatte sul pericardio 4. Tuttavia esistono degli andamenti che, almeno a 
livello qualitativo, continuano a essere verificati.  Innanzitutto è molto frequente che i 
campioni  verticali  siano  quelli  con  modulo  elastico  inferiore:  questo  dato  può  essere 
verificato solo in termini medi, in quanto le standard deviation sono talmente elevate da 
non permettere rilevanza statistica.  
Per tutti i pericardi si procede come per il 4, provando a raggruppare i campioni sia per 
orientamento che per zona. Raggruppando i campioni di uno stesso pericardio sulla base 
dell’orientamento, a prescindere dalla zona di prelievo, si ottiene l’istogramma di Fig. 
4.1.11. 
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Figura 4.1.11 Istogramma dei valori medi del modulo elastico, completi di standard deviation, ottenuti 
raggruppando i campioni in base all’orientazione. Ogni “barra” dell’istogramma contiene 9 campioni. In 
asse x si riporta il numero del pericardio di appartenenza. Il simbolo “*” indica l’assenza di uno o più 
campioni nel gruppo contrassegnato. 
 
Riunendo i  dati in  questo  modo  continua ad essere verificato  che, in  termini  medi, i 
campioni verticali hanno modulo elastico inferiore a tutti gli altri; questo dato tuttavia 
rimane solo qualitativo, in quanto le standard deviation sono molto elevate. 
Come illustrato nel caso specifico del pericardio 4, si prova a raggruppare i campioni 
appartenenti alla medesima zona, a prescindere dall’orientamento. Si riporta l’istogramma 
in Fig. 4.1.12. 
 
 
Figura 4.1.12 Istogramma dei valori medi del modulo elastico, completi di standard deviation, ottenuti 
raggruppando i campioni in base alla zona da cui sono prelevati. Ogni “barra” dell’istogramma contiene 9 
campioni. In asse x si riporta il numero del pericardio di appartenenza. Il simbolo “*” indica l’assenza di 
uno o più campioni nel gruppo contrassegnato. 
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Raggruppando i dati in questo modo continua ad essere verificato che, in termini medi, i 
campioni appartenenti alla zona A hanno modulo elastico inferiore a tutti gli altri (eccetto 
che nel pericardio 1); il dato ha valenza statistica solo nel pericardio 4, mentre negli altri 
pericardi rimane confermato solo in termini medi. Si procede quindi al calcolo del 
modulo incrementale sulla base della zona di appartenenza; anche in questo caso, si 
continuano ad avere risultati soddisfacenti per il pericardio 4 ma non per gli altri tre 
(Fig.4.1.13). 
 
 
Figura  4.1.13  Istogramma  dei  valori  medi  del  modulo  incrementale,  completo  di  standard  deviation, 
ottenuti raggruppando i campioni in base alla zona da cui sono prelevati. Ogni “barra” dell’istogramma 
contiene 9 campioni. In asse x si riporta il numero del pericardio di appartenenza. Il simbolo “*” indica 
l’assenza di uno o più campioni nel gruppo contrassegnato. 
 
Gli andamenti rappresentati continuano a mantenersi proporzionali a quelli del modulo 
elastico. La zona A risulta ancora quella con valori più bassi (eccetto che nel pericardio 1, 
come si può osservare anche per quanto riguarda il modulo elastico), la zona C quella con 
valori intermedi e la zona B quella con valori più alti. Il dato tuttavia risulta significativo 
solo per il pericardio 4, mentre negli altri è confermato solo in termini medi. 
 
4.1.4 Raggruppamenti tra pericardi diversi 
In questo paragrafo si tenta di raggruppare tutti i dati, a prescindere dal pericardio di 
appartenenza,  sulla  base  dell’orientazione  e  della  zona  di  prelievo  dei  campioni. 
L’operazione ￨ piuttosto “grossolana” in quanto i risultati ottenuti mettono in evidenza 
che esistono pericardi più resistenti (ad esempio il pericardio 3, che raggiunge valori del 
modulo  elastico  superiori  ai  20  MPa),  e  pericardi  meno  resistenti  (ad  esempio  il 57 
 
pericardio 2, nel quale il modulo elastico non supera i 10 MPa). In Fig. 4.1.14 viene 
illustrato l’istogramma ottenuto raggruppando i campioni dei diversi pericardi per zona e 
per orientamento. In ogni barra dell’istogramma ci dovrebbero essere, in questo modo, 12 
campioni, 3 per ciascun pericardio. In realtà, a causa degli errori nell’acquisizione dei 
dati,  in  molti  raggruppamenti  manca  almeno  un  campione.  Le  considerazioni  che 
verranno fatte in seguito, si riferiscono ai valori del modulo elastico in quanto esiste una 
buona correlazione tra modulo elastico e modulo incrementale (si confrontino le Figure 
4.1.14  e  4.1.15);  pertanto  ragionando  sul  modulo  incrementale  si  giungerebbe  a 
considerazioni analoghe. 
 
 
Figura 4.1.14 Istogramma dei valori medi del modulo elastico, completo di standard deviation, ottenuti 
raggruppando i campioni di pericardi diversi. In asse x viene indicata la zona di appartenenza, mentre i 
diversi colori specificano le orientazioni: blu per gli orizzontali, verde per i diagonali, rosso per i verticali. 
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Figura  4.1.15  Istogramma  dei  valori  medi  del  modulo  incrementale,  completo  di  standard  deviation, 
ottenuti raggruppando i campioni di pericardi diversi. In asse  x viene indicata la zona di appartenenza, 
mentre i diversi colori specificano le orientazioni: blu per gli orizzontali, verde per i diagonali, rosso per i 
verticali. Si nota che gli andamenti ricalcano quelli ottenuti per il modulo elastico.  
 
Si  nota  immediatamente  che,  raggruppando  dati  provenienti  da  soggetti  diversi,  le 
standard  deviation  tendono  ad  aumentare.  Tuttavia  si  mantiene,  in  termini  medi, 
l’andamento ottenuto per i campioni verticali, che continuano ad essere quelli con modulo 
elastico  più  basso.  Si  prova  quindi  a  unificare  tutti  i  campioni  aventi  la  medesima 
orientazione (a prescindere dal pericardio e dalla zona di appartenenza) e poi tutti i dati 
prelevati dalla stessa zona (a prescindere dal pericardio e dall’orientazione degli stessi). 
Mediando tutti i campioni con la medesima orientazione si ottiene l’istogramma di Fig. 
4.1.16. 
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Figura 4.1.16 Istogramma dei valori medi del modulo elastico, completo di standard deviation, ottenuti 
raggruppando  i  campioni  di  pericardi  diversi,  in  base  all’orientazione,  a  prescindere  dalla  zona  di 
appartenenza. Ogni gruppo contiene in questo modo all’incirca 36 campioni. 
 
Nonostante la grande variabilità dei dati l’istogramma continua a confermare, in termini 
medi,  gli  andamenti  finora  ottenuti,  con  i  campioni  verticali  “peggiori”  di  quelli 
orizzontali e di quelli diagonali.  
Si  prova  quindi  a  raggruppare  tutti  i  campioni  in  base  alla  zona  di  appartenenza,  a 
prescindere dal pericardio da cui sono prelevati. Si ottiene l’istogramma di Fig. 4.1.17. 
 
 
Figura 4.1.17 Istogramma dei valori medi del modulo elastico, completo di standard deviation, ottenuti 
raggruppando  i  campioni  di  pericardi  diversi,  in  base  alla  zona  di  appartenenza,  a  prescindere 
dall’orientazione. Ogni gruppo contiene in questo modo all’incirca 36 campioni. 
 
Gli andamenti ribadiscono quanto ottenuto all’interno dei singoli pericardi, ovvero che la 
zona A risulta, almeno in termini medi, inferiore a tutte le altre. 60 
 
L’enorme variabilità presente nei dati si conferma anche analizzando la tensione ultima, 
parametro che, come spiegato nel paragrafo 4.1.2, è di interesse secondario rispetto agli 
obiettivi del presente studio. Si riportano tuttavia i risultati ottenuti unificando i diversi 
pericardi in quanto, anche in questo caso, sembra che i campioni verticali siano quelli che 
raggiungono tensioni più basse (Fig. 4.1.18). 
 
 
Figura 4.1.18 Istogramma dei valori medi della “tensione ultima”, completa di standard deviation, ottenuti 
raggruppando i campioni di pericardi diversi. In asse x viene indicata la zona di appartenenza, mentre i 
diversi colori specificano le orientazioni: blu per gli orizzontali, verde per i diagonali, rosso per i verticali. 
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4.2 Peritoneo 
 
I dati relativi a questa sezione sono limitati alle due prove sperimentali portate a termine 
nel corso del lavoro di tesi. Il condizionamento del peritoneo all’interno della camera 
biodinamica si è rivelato piuttosto complesso e ha richiesto una serie di prove preliminari 
(descritte nel paragrafo 3.2.2), indispensabili per la messa a punto dell’esperimento vero e 
proprio. 
Le due prove complete hanno avuto durata di 48 ore ciascuna. Il tessuto utilizzato è stato 
prelevato, in entrambi i casi, da pazienti anziani (di età superiore ai 65 anni) e di sesso 
maschile, previo consenso informato. Per queste prime prove si utilizza un terreno di 
coltura  commerciale,  addizionato  di  siero  bovino  e  antibiotici;  solo  dopo  aver 
perfezionato la procedura sarà possibile utilizzare anche plasma del paziente.  
Gli obiettivi prefissati per queste prime prove erano tre: 
-  il  raggiungimento  di  un  range  pressorio  fisiologico  e  stabile  all’interno  del 
sistema; 
-  il mantenimento della temperatura attorno ai 37 °C; 
-  il mantenimento della sterilità per tutta la durata della prova. 
 
4.2.1 Prova del 3 Maggio 2011 
I parametri forniti al sistema sono quelli riportati nel paragrafo 3.2.2. Al momento di 
avvio della prova il range pressorio oscilla tra i 40 e i 130 mmHg. Il mezzo di coltura 
appare  rossastro  e  ha  aspetto  limpido.  Nel  corso  di  questa  prova  il  reservoir  è  stato 
immerso  in  un  bagno  termostatato  a  37  °C;  la  temperatura  rilevata  nella  camera 
biodinamica è di circa 3/4 °C inferiore, poiché la plastica del reservoir funge da isolante 
e, come descritto nel paragrafo 3.2.2, nel sistema esiste una forte dispersione. Il sistema 
mostra inoltre delle piccole perdite dalla porzione “distale” della camera biodinamica. 
Tali perdite, inizialmente non tenute in considerazione, generano in realtà alcune bolle 
d’aria  all’interno  del  sistema,  provocando  disturbi  al  segnale  di  pressione.  Nelle  ore 
successive, le pressioni si stabilizzano in un range tra i 60 e i 160 mmHg, che verrà 
mantenuto fino alla fine della prova. Dopo circa 36 ore, il colore del mezzo di coltura 
inizia  a  virare  verso  l’arancione  e  si  intorpidisce:  tali  caratteristiche  sono  segno  di 
contaminazione  e  morte  cellulare.  L’emogas  analisi  condotta  sul  mezzo  di  coltura  al 
termine dell’esperimento conferma che le condizioni ottenute non sono compatibili con la 62 
 
sopravvivenza delle cellule del tessuto in esame. Si riportano in Tabella 4.2.1 i valori 
riassuntivi dei parametri fondamentali. 
 
 
Tabella 4.2.1 I valori riportati si riferiscono ai dati riscontrati nel mezzo di coltura. I valori di riferimento 
invece  sono  quelli  del  plasma.  I  simboli  “↑”  e  “↓”  indicano  valori  fuori  dal  range  di  normalità, 
rispettivamente, per eccesso o per difetto. Le caselle lasciate in bianco, e affiancate dai simboli “↑”, “↓”, 
indicano valori fuori range di misura rispettivamente per eccesso o per difetto; se la casella non è affiancata 
da alcun simbolo come nel caso della tHb, allora non è stato possibile determinare il risultato. 
 
I valori più critici sono quelli del pH e della pressione parziale dell’ossigeno; il primo ￨ 
indice di acidificazione, il secondo dimostra l’insufficiente ossigenazione della camera 
biodinamica. Si riporta in Figura 4.2.1 l’immagine dell’innesto al termine della prova: il 
colore giallo è segno di contaminazione. 
 
 
Figura 4.2.3 Immagine dell’innesto al termine della prova. La sutura ha resistito per tutta la prova e la 
mesh metallica ha mantenuto una buona forma; l’innesto invece mostra evidenti segni di contaminazione. 
 
Il  solo  dato  positivo  ottenuto  nel  corso  di  questa  prova  riguarda  le  pressioni,  che 
sembrano  adeguatamente  controllate  grazie  al  sistema  Bose  ElectroForce.  Per  contro, 63 
 
rimangono  da  risolvere  le  problematiche  legate  alla  temperatura  e,  soprattutto,  quelle 
generate dalla contaminazione dell’innesto. La sperimentazione ha evidenziato l’elevata 
difficoltà  nel  raggiungimento  delle  condizioni  di  sterilità;  sono  pertanto  necessarie 
ulteriori prove per la messa a punto dell’intera procedura. 
 
4.2.2 Prova del 3 Ottobre 2011 
Per  risolvere  le  problematiche  legate  alla  temperatura  si  sceglie,  in  questo  caso,  di 
sostituire il reservoir con una sacca sterile per  emotrasfusione.  I tubi utilizzati per  le 
connessioni devono essere necessariamente più sottili; pare però che il collegamento dei 
tubi con le uscite della sacca non garantisca una buona tenuta, con conseguente ingresso 
di  numerose  bolle  d’aria  all’interno  del  circuito  e  possibilità  di  contaminazione.  Al 
momento di avvio della prova la pressione oscilla in un range molto buono, tra 85 e 110 
mmHg; tuttavia il segnale di pressione risulta molto disturbato per la presenza di bolle 
d’aria. Dopo circa 24 ore la pressione aumenta a 90-115 mmHg e la velocità di crescita 
sembra essere veloce, passando in sole 4 ore a 110-133 mmHg. Si sceglie pertanto di 
abbassare  la  portata  della  pompa  da  600  a  225  ml/min.  Nonostante  ciò,  la  pressione 
continua a salire e, prima di interrompere la prova, oscilla tra 214 e 230 mmHg sebbene la 
portata della pompa sia stata ulteriormente abbassata a 175 ml/min. Il mezzo di coltura, 
che  all’inizio  della  prova  era  limpido,  si  presenta  molto  torbido,  ma  non  si  assiste  a 
viraggio  verso  il  giallo.  L’analisi  microbiologica  preliminare  condotta  sul  mezzo  di 
coltura non evidenzia segni di contaminazione; questo risultato, seppur parziale, è un 
primo dato positivo, da tenere in considerazione nell’organizzazione degli esperimenti 
futuri. 64 
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5. Conclusioni 
 
5.1 Pericardio 
Nello  studio  condotto  vengono  analizzati,  in  totale,  circa  un  centinaio  di  campioni, 
prelevati da 4 diversi pericardi. Quello che emerge dall’analisi condotta sui dati, ma che 
era  prevedibile  anche  sulla  base  delle  informazioni  presenti  in  letteratura,  ￨  l’elevata 
variabilità intra e interindividuale. Questa considerazione suggerisce di non confrontare, 
almeno in termini assoluti, dati provenienti da pericardi diversi; infatti, il raggruppamento 
di dati che appartengono a soggetti diversi, può generare standard deviation molto alte, 
che ne rendono difficile l’interpretazione. La letteratura inerente alle prove meccaniche su 
tessuti biologici mostra che, in quest’ambito, ￨ molto frequente trovare standard deviation 
elevate, legate alle difficoltà sperimentali e alla variabilità intraindividuale suddetta [10, 
24,  27];  pertanto,  confrontando  campioni  prelevati  da  animali  diversi,  si  aggiungono 
molteplici fattori di variabilità interindividuale a dati già di per sé critici. Sembra invece 
più opportuno raggruppare i dati appartenenti ad uno stesso pericardio secondo alcuni 
criteri prestabiliti, e confrontare poi gli andamenti ottenuti nei vari pericardi. Se esiste un 
andamento prevalente, che viene confermato in più di un pericardio, allora si può cercare 
di trarre qualche conclusione significativa. 
Nel presente lavoro i criteri scelti per la suddivisione dei campioni nei vari gruppi sono 
stati due: la zona di prelievo e l’orientazione. In base ai risultati ottenuti si può affermare 
che sembrerebbe preferibile raggruppare i campioni di ogni pericardio sulla base della 
zona di  prelievo piuttosto  che in  base all’orientazione.  La zona di  prelievo infatti,  in 
alcuni  pericardi  studiati,  ha  consentito  una  sufficiente  discriminazione  tra  i  diversi 
campioni;  al  contrario,  raggruppando  i  campioni  in  base  all’orientazione,  si  hanno 
standard deviation più elevate, che consentono di identificare solo in termini medi un 
andamento prevalente. In particolare, la zona A si identifica come quella con proprietà 
meccaniche inferiori, perlomeno in termini di resistenza a trazione, e quindi da scartare 
nella fabbricazione della protesi valvolari biologiche. Questo dato, che nel pericardio 4 
sembra avere significatività anche a livello statistico, resta confermato solo in termini 
medi negli altri pericardi. Se da un lato è importante il risultato ottenuto per il pericardio 
4, dall’altro porta a chiedersi se la localizzazione anatomica da sola ￨ sufficiente per 
l’individuazione  di  un’area  del  pericardio  (e  in  particolare  del  ventricolo  anteriore 
sinistro) da escludere/promuovere.  66 
 
Evidentemente,  sarebbe  preferibile  che  l’informazione  sulle  zone  di  prelievo  del 
campione venisse accompagnata da quella sull’orientazione delle fibre elastiche al suo 
interno: solo  in questo modo  sarebbe possibile avere una caratterizzazione meccanica 
completa del tessuto. Sono pertanto necessari studi più approfonditi circa la distribuzione 
e  l’orientazione  delle  fibre  all’interno  del  pericardio,  in  quanto  le  informazioni 
attualmente disponibili sono ottenute con un microscopio a luce polarizzata, che fornisce 
un’indicazione soltanto superficiale. L’indagine andrebbe invece condotta con tecniche 
più specifiche, come la tecnica SALS (small angle light scattering) [8], che consente 
un’analisi tridimensionale. È pertanto auspicabile che venga programmato uno studio di 
questo  tipo,  indispensabile  se  si  vuole  utilizzare  il  pericardio  come  biomateriale 
ingegnerizzato,  il  cui  comportamento  meccanico  sia  in  qualche  modo  prevedibile  e 
riproducibile [30]. 
Le problematiche emerse nel corso degli esperimenti hanno riguardato non solo la scarsità 
di  informazioni  circa  la  struttura  del  tessuto  studiato,  ma  anche  le  caratteristiche  del 
sistema Bose ElectroForce. Oltre alla variabilità intra e interindividuale, si deve infatti 
tenere in considerazione quella introdotta dal posizionamento del campione tra i morsetti 
delle grips. Il livello di tensione iniziale del campione è fondamentale nel determinare 
l’inizio della fase in cui il comportamento si può considerare elastico. Si può tentare di 
eliminare tale variabilità pensando di sottoporre il campione a un precarico di qualche 
frazione di Newton, tra i 0.01 N e i 0.02 N [24]. In questo modo esso risulta soggetto a 
una forza molto ridotta, che non comporta alcun danno alla struttura, ma che dovrebbe 
uniformare  lo  “stato”  del  campione  al  momento  di  avvio  della  prova,  riducendo  la 
variabilità legata al posizionamento tra i morsetti delle grips. 
Per quanto riguarda il sistema Bose ElectroForce, si può affermare che si è rivelato uno 
strumento molto potente per il tipo di prove realizzate, ma che presenta due principali 
restrizioni.  La  prima,  descritta  nel  paragrafo  3.1.3,  riguarda  lo  spostamento  massimo 
consentito ad ogni motore, che non può superare i 6.5 mm: questo limite ha rappresentato 
un problema in quanto non è stato possibile effettuare prove che portassero il campione a 
rottura.  Poiché  questo  limite  è  legato  alle  caratteristiche  della  macchina,  non  esiste 
soluzione ed è quindi necessario mantenere i campioni a lunghezza ridotta per riuscire ad 
imporre  uno  spostamento  (e,  di  conseguenza,  una  deformazione)  significativo.  Esiste 
invece un’altra limitazione a cui si può cercare di far fronte. Nel paragrafo 3.1.3 viene 
messo in  evidenza il fatto  che, a causa della conformazione delle grips e del  tipo di 
tessuto studiato, non è possibile condurre le prove in condizioni idratate. Tale problema 67 
 
può essere risolto pensando di immergere le grips stesse, insieme al campione, in una 
sorta di contenitore, riempito con PBS. Questo contenitore è già in fase di progettazione e 
potrà  consentire  prove  più  precise  in  quanto,  normalmente,  il  tessuto  esplica  la  sua 
funzione in un ambiente abbondantemente idratato; i risultati ottenuti in questo modo 
sarebbero più vicini al reale comportamento fisiologico del pericardio. 
 
Gli studi futuri in quest’ambito dovrebbero prevedere anche il confronto delle proprietà 
meccaniche del pericardio nativo con quelle del costrutto ottenuto in seguito ai trattamenti 
di decellularizzazione. Di particolare interesse è il confronto con le proprietà meccaniche 
del  pericardio  decellularizzato  con  trattamento  TRI-COL  [11],  che  si  dimostra  molto 
promettente in termini di conservazione delle proprietà chimiche e strutturali del tessuto. 
Qualora l’indagine delle proprietà meccaniche mostrasse che queste rimangono pressoché 
inalterate, la tecnica potrebbe aprire nuove frontiere nell’ambito dell’ingegneria tessutale, 
soprattutto per quanto riguarda la soluzione dei problemi legati alla durata delle protesi. 
 68 
 
5.2 Peritoneo 
 
Lo studio effettuato sul peritoneo, sebbene sia ancora in fase preliminare, suscita grande 
interesse in quanto l’applicazione di un materiale autologo di questo tipo potrebbe essere 
estremamente  vasta,  comprendendo  la  chirurgia  dei  trapianti,  la  chirurgia  traumatico-
ricostruttiva  e  la  chirurgia  vascolare.  L’esperimento  condotto  con  il  sistema  Bose 
ElectroForce  presenta  ancora  una  serie  di  problematiche  che  necessitano  di  ulteriori 
verifiche e miglioramenti. La difficoltà maggiore è quella di garantire il mantenimento 
della sterilità per tutta la durata dell’esperimento; tale requisito impone grande attenzione 
nella  fase  di  sterilizzazione  dei  componenti,  di  preparazione  del  campione,  di 
posizionamento  dello  stesso  all’interno  della  camera  biodinamica.  Anche  la  fase  di 
riempimento  della  camera  e  l’assemblaggio  dei  componenti  non  devono  essere 
sottovalutate:  è  infatti  necessario  che  i  diversi  pezzi  vengano  fissati  accuratamente, 
seguendo in modo preciso le procedure descritte nel Capitolo 3. Solo in questo modo può 
essere garantito il mantenimento delle condizioni di pressione e temperatura desiderate 
nel corso della prova; è infatti emerso che piccole perdite del mezzo di coltura presenti in 
varie parti del circuito possono generare grandi variazioni di pressione e contaminazioni.  
Per quanto riguarda le problematiche inerenti alla temperatura, è necessario che vengano 
effettuate altre prove utilizzando la sacca per le trasfusioni invece del reservoir e che si 
verifichi, attraverso una sonda sterile di temperatura, il mantenimento della stessa attorno 
ai 37 °C.  
Una volta che le iniziali cause di fallimento delle prove saranno state superate, si potrà 
pensare di creare dei costrutti ingegnerizzati provenienti da animale (presumibilmente 
maiale) e verificare se l’impianto di tali costrutti nel donatore possa portare a risultati 
favorevoli. Tale studio dovrà essere condotto sia sul breve che sul lungo termine e sarà 
affiancato  da  un’accurata  valutazione  istologica  dell’innesto  in  seguito  al  sacrificio 
dell’animale. Solo successivamente si potrà pensare di trasferire questa tecnica anche agli 
studi sull’uomo. 
L’interesse della ricerca scientifica in quest’ambito riguarda non solo la creazione di un 
sostituto vascolare autologo, ma anche la comprensione dei processi di rimodellamento 
che avvengono nel peritoneo condizionato; in particolare, la priorità sarebbe quella di 
capire qual è il fenomeno principale che consente il rimodellamento stesso. Per quanto 
riguarda gli innesti su modello animale [13], vi sono infatti due fattori che potrebbero 69 
 
concorrere  in  egual  misura:  la  differenziazione  delle  cellule  del  peritoneo  in  cellule 
muscolari lisce (che avviene in quanto il tessuto viene sottoposto a stimoli pulsatili), ma 
anche la “migrazione” di tali cellule dai tessuti limitrofi. Il sistema Bose ElectroForce 
consente di escludere la componente generata dalla migrazione di cellule e di realizzare 
solo  quella  generata  dalla  differenziazione,  fenomeno  ancora  poco  studiato  e  poco 
conosciuto. 
Le prove effettuate sul peritoneo grazie al sistema Bose ElectroForce mostrano come esso 
possa fornire una sorta di “ponte” tra i test su animale e la sperimentazione sull’uomo.  
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6. Appendice 
 
6.1 Curve sforzo deformazione: pericardi 1, 2, 3 
Vengono di seguito riportate le curve sforzo-deformazione ottenute per i pericardi 1, 2, 3. 
Per una miglior visualizzazione si utilizza una scala diversa per il pericardio 3, in quanto i 
range  di  tensione  raggiunti  sono  differenti,  a  conferma  dell’elevata  variabilità 
interindividuale. In particolare, per i primi due pericardi le tensioni non superano i 5 MPa, 
per il terzo pericardio invece si avvicinano anche a 12 MPa e per il quarto (riportato nel 
Capitolo 4) a 9 MPa. Anche in questa sezione si sceglie di raggruppare le curve sforzo-
deformazione sulla base della regione di prelievo dei campioni. Per il pericardio 1 e 3 
sono presenti tutte e tre le zone, mentre nel pericardio 2 manca la zona C, che non aveva 
larghezza sufficiente per poter tagliare i campioni. In ogni immagine si utilizzano i diversi 
colori per evidenziare le orientazioni differenti: il blu per i campioni orizzontali, il verde 
per i campioni diagonali, il rosso per i campioni verticali. 
 
Pericardio 1 
Vengono di seguito riportate le curve del pericardio 1, raggruppate per zona, nell’ordine 
A, B, C. 
 
 
Figura 6.1 Immagine delle curve sforzo-deformazione del pericardio 1, zona A. 
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Figura 6.2 Immagine delle curve sforzo-deformazione del pericardio 1, zona B. 
 
 
 
Figura 6.3 Immagine delle curve sforzo-deformazione del pericardio 1, zona C. 
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Pericardio 2 
Vengono di seguito riportate le curve del pericardio 2, raggruppate per zona; si presti 
attenzione al fatto che nel pericardio 2 non è stato possibile identificare la zona C e 
pertanto si hanno solo due immagini, che rappresentano, nell’ordine, le zone A e B. 
 
 
Figura 6.4 Immagine delle curve sforzo-deformazione del pericardio 2, zona A. 
 
 
 
Figura 6.5 Immagine delle curve sforzo-deformazione del pericardio 2, zona B. 
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Pericardio 3 
Vengono di seguito riportate le curve del pericardio 3, raggruppate per zona, nell’ordine 
A, B, C. 
 
 
Figura 6.6 Immagine delle curve sforzo-deformazione del pericardio 3, zona A. 
 
 
 
Figura 6.7 Immagine delle curve sforzo-deformazione del pericardio 3, zona B. 
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Figura 6.8 Immagine delle curve sforzo-deformazione del pericardio 3, zona C. 
 
Pericardio 4 
Le curve sforzo-deformazione vengono riportate nel paragrafo 4.1.2. 
 
6.2 Modulo incrementale e intercetta 
Nel  presente  paragrafo  vengono  riportati  gli  andamenti  del  modulo  incrementale  dei 
campioni del pericardio 4, completi del valore dell’intercetta della retta per essi ottenuta. 
La  stessa  analisi  viene  compiuta  per  i  pericardi  1,  2,  3,  di  cui  non  si  riportano  gli 
andamenti ma soltanto i risultati relativi al valore dell’intercetta (Tabelle 6.1-6.4). Per il 
pericardio  4  invece,  viene  fornita  l’analisi  completa,  riunendo  i  campioni  provenienti 
dalla stessa zona e con lo stesso orientamento; ogni gruppo contiene quindi 3 campioni Si 
presti  attenzione  al  fatto  che  i  valori  del  modulo  incrementale  riportati  sono  quelli 
appartenenti  alla  sola  zona  lineare  e  che  negli  andamenti  rappresentati  sono  già  stati 
eliminati eventuali outliers.  
In  Fig.  6.9a  vengono  illustrati  gli  andamenti  del  modulo  incrementale  dei  campioni 
orizzontali del pericardio 4 appartenenti alla zona A; in Fig. 6.9b vengono mediate le 
curve dei tre campioni, che si distribuiscono approssimativamente attorno ad una retta, di 
cui si valuta l’intercetta e il quadrato del coefficiente di correlazione “R”. Si procede allo 
stesso  modo  per  tutti  gli  altri  campioni,  le  cui  distribuzioni  vengono  raffigurate  nel 
presente paragrafo. 76 
 
Pericardio 4, zona A, campioni orizzontali 
 
 
Figura 6.9a Andamento del modulo incrementale dei tre campioni orizzontali prelevati dalla zona A del 
pericardio 4. Gli andamenti vengono riportati in funzione di un incremento costante di tensione, Δσ=0,2 
MPa. 
 
 
 
Figura  6.9b  Intercetta  dei  valori  del  modulo  incrementale  calcolati  sulla  curva  ottenuta  mediando  i 
campioni di Fig. 6.9a. 77 
 
Pericardio 4, zona A, campioni diagonali 
 
 
Figura 6.10a Andamento del modulo incrementale dei tre campioni diagonali prelevati dalla zona A del 
pericardio 4. Gli andamenti vengono riportati in funzione di un incremento costante di tensione, Δσ=0,2 
MPa. 
 
 
 
Figura  6.10b  Intercetta  dei  valori  del  modulo  incrementale  calcolati  sulla  curva  ottenuta  mediando  i 
campioni di Fig. 6.10a. 78 
 
Pericardio 4, zona A, campioni verticali 
 
 
Figura 6.11a Andamento del modulo incrementale dei tre campioni verticali prelevati dalla zona A del 
pericardio 4. Gli andamenti vengono riportati in funzione di un incremento costante di tensione, Δσ=0,2 
MPa. 
 
 
 
Figura  6.11b  Intercetta  dei  valori  del  modulo  incrementale  calcolati  sulla  curva  ottenuta  mediando  i 
campioni di Fig. 6.11a. 79 
 
Pericardio 4, zona B, campioni orizzontali 
 
 
Figura 6.12a Andamento del modulo incrementale dei tre campioni orizzontali prelevati dalla zona B del 
pericardio 4. Gli andamenti vengono riportati in funzione di un incremento costante di tensione, Δσ=0,2 
MPa. 
 
 
 
Figura  6.12b  Intercetta  dei  valori  del  modulo  incrementale  calcolati  sulla  curva  ottenuta  mediando  i 
campioni di Fig. 6.12a. 80 
 
Pericardio 4, zona B, campioni diagonali 
 
 
Figura 6.13a Andamento del modulo incrementale dei tre campioni diagonali prelevati dalla zona B del 
pericardio 4. Gli andamenti vengono riportati in funzione di un incremento costante di tensione, Δσ=0,2 
MPa. 
 
 
 
Figura  6.13b  Intercetta  dei  valori  del  modulo  incrementale  calcolati  sulla  curva  ottenuta  mediando  i 
campioni di Fig. 6.13a. 81 
 
Pericardio 4, zona B, campioni verticali 
 
 
Figura 6.14a Andamento del modulo incrementale dei due campioni verticali prelevati dalla zona B del 
pericardio 4. Gli andamenti vengono riportati in funzione di un incremento costante di tensione, Δσ=0,2 
MPa. 
 
 
 
Figura  6.14b  Intercetta  dei  valori  del  modulo  incrementale  calcolati  sulla  curva  ottenuta  mediando  i 
campioni di Fig. 6.14a. 82 
 
Pericardio 4, zona C, campioni orizzontali 
 
 
Figura 6.15a Andamento del modulo incrementale dei tre campioni orizzontali prelevati dalla zona C del 
pericardio 4. Gli andamenti vengono riportati in funzione di un incremento costante di tensione, Δσ=0,2 
MPa. 
 
 
 
Figura  6.15b  Intercetta  dei  valori  del  modulo  incrementale  calcolati  sulla  curva  ottenuta  mediando  i 
campioni di Fig. 6.15a. 83 
 
Pericardio 4, zona C, campioni diagonali 
 
 
Figura 6.16a Andamento del modulo incrementale dei tre campioni diagonali prelevati dalla zona C del 
pericardio 4. Gli andamenti vengono riportati in funzione di un incremento costante di tensione, Δσ=0,2 
MPa. 
 
 
 
Figura  6.16b  Intercetta  dei  valori  del  modulo  incrementale  calcolati  sulla  curva  ottenuta  mediando  i 
campioni di Fig. 6.16a. 84 
 
Pericardio 4, zona C, campioni verticali 
 
 
Figura 6.17a Andamento del modulo incrementale dei due campioni verticali prelevati dalla zona C del 
pericardio 4. Gli andamenti vengono riportati in funzione di un incremento costante di tensione, Δσ=0,2 
MPa. 
 
 
 
Figura  6.17b  Intercetta  dei  valori  del  modulo  incrementale  calcolati  sulla  curva  ottenuta  mediando  i 
campioni di Fig. 6.17a. 85 
 
Tabelle riassuntive 
Si riportano di seguito le tabelle contenenti i valori delle intercette dei 4 pericardi. Si ha 
una tabella per ogni pericardio. 
 
PERICARDIO  zona  orientamento 
valore 
intercetta 
1  A  0°   17,789 
1  A  45°  10,606 
1  A  90°   7,5952 
1  B  0°  9,0844 
1  B  45°  10,704 
1  B  90°  10,909 
1  C  0°  24,526 
1  C  45  12,9 
1  C  90°  12,054 
 
Tabella  6.1  Valori  dell’intercetta  nel  pericardio  1  raggruppati  per  zona  e  per  orientamento.  Il  valore 
dell’intercetta rappresenta la media calcolata su 3 campioni. 
 
 
PERICARDIO  zona  orientamento 
valore 
intercetta 
2  A  0°  10,686 
2  A  45°    
2  A  90°  7,0564 
2  B  0°  13,166 
2  B  45°  13,095 
2  B  90°  10,072 
 
Tabella  6.2  Valori  dell’intercetta  nel  pericardio  2  raggruppati  per  zona  e  per  orientamento.  Il  valore 
dell’intercetta rappresenta la media calcolata su 3 campioni. In questo pericardio non ￨ presente la zona C. 
Per i campioni diagonali appartenenti alla zona A non è stato possibile calcolare tale valore poiché solo 
pochi punti del modulo incrementale appartenevano alla zona lineare e si è considerato il risultato non 
significativo. 86 
 
 
PERICARDIO  zona  orientamento 
valore 
intercetta 
3  A  0°   18,358 
3  A  45°  19,261 
3  A  90°   7,1585 
3  B  0°  16,708 
3  B  45°  13,492 
3  B  90°  15,613 
3  C  0°  15,606 
3  C  45  28,368 
3  C  90°  12,724 
 
Tabella  6.3  Valori  dell’intercetta  nel  pericardio  3  raggruppati  per  zona  e  per  orientamento.  Il  valore 
dell’intercetta rappresenta la media calcolata su 3 campioni. 
 
 
 
PERICARDIO  zona  orientamento 
valore 
intercetta 
4  A  0°  10,844 
4  A  45°  12,774 
4  A  90°  10,063 
4  B  0°  22,947 
4  B  45°  15,232 
4  B  90°  23,67 
4  C  0°  13,795 
4  C  45°  18,099 
4  C  90°  14,995 
 
Tabella  6.4  Valori  dell’intercetta  nel  pericardio  4  raggruppati  per  zona  e  per  orientamento.  Il  valore 
dell’intercetta rappresenta la media calcolata su 3 campioni. 
 87 
 
7. Bibliografia 
 
Libri e pubblicazioni 
 
[1] R Barone. Anatomia comparata dei mammiferi domestici. Angiologia- parte prima. 
Edagricole, Aprile 2003; 5(7):69-74 
 
[2] G Goissis, A Giglioti, DM Braile. Preparation and characterization of an acellular 
bovine pericardium intended for manufacture of valve bioprostheses. Artificial Organs, 
2011 May; 35(5):484-89. 
 
[3] MCV Braga Braile, NC Carnevalli, G Goissis, VA Ramirez, DM Braile.  In vitro 
properties  and  performance  of  glutaraldehyde-crosslinked  bovine  pericardial 
bioprosthesis treated with glutamic acid. Artificial Organs, 2011 May; 35(5):497-501. 
 
[4] EJ Herrero, JMG Paez, JLCO Ramos. Tissue heart valve mineralization: review of 
calcification mechanisms and strategies for prevention. Journal of Applied Biomaterials 
and Biomechanics, 2005 May-August; 3(2):67-82. 
 
[5] FJ Schoen, RJ Levy. Calcification of tissue heart valve substitutes: progress toward 
understanding and prevention. The Annals of Thoracic Surgery, 2005 March; 79(3):1072-
80. 
 
[6]  D  Simmons,  J  Kearney.  Evaluation  of  collagen  cross-linking  techniques  for  the 
stabilization of tissue matrices. Biotechnology and applied Biochemestry, 1993 February; 
17(Part1):23-9. 
 
[7]  D  Courtman,  C  Pereira,  V  Kashef,  D  Mc  Comb.  Development  of  a  pericardial 
acellular  matrix  biomaterial:  biochemical  and  mechanical  effects  of  cell  extraction. 
Journal of Biomedical Materials Research, 1994 June; 28(6):655-66. 
 88 
 
[8]  ED  Heister,  MS  Sacks.  Optimal  bovine  pericardial  tissue  selection  sites.  I.  Fiber 
architecture  and  tissue  thickness  measurements.  Journal  of  Biomedical  Materials 
Research, 1998 February; 39(2):207-14. 
 
[9]  ED  Heister,  MS  Sacks.  Optimal  bovine  pericardial  tissue  selection  sites.  II. 
Cartographic Analysis. Journal of Biomedical Materials Research, 1998 February; 39(2): 
215-21. 
 
[10]  V  Samouillan,  J  Dandurand,  C  Lacabannem,  RJ  Thoma,  A  Adams,  M  Moore. 
Comparison of chemical treatments on the chain dynamics and thermal stability of bovine 
pericardium collagen. Journal of Biomedical Materials Research, Part A, 2003 February; 
64(2):330-38. 
 
[11] M Spina, F Ortolani, A El Messlemani, A Gandaglia, J Bujan, N Garcia-Honduvilla, 
I Vesely, G Gerosa, D Casarotto, L Petrelli, M Marchini. Isolation of intact aortic valve 
scaffolds  for heart-valve bioprostheses: extracellular matrix structure, prevention from 
calcification, and cell repopulation features. Journal of Biomedical Materials Research, 
2003 December; 67(4):1338-50. 
 
[12] P Petrin, M Montorsi, R Bellantone. Chirurgia Generale. Piccin, 1996. 
 
[13] S Bonvini, L Ferretto, A Angelini, P Battocchio, M Federigo, F Grego. Is peritoneum 
suitable to create a new artery? Preliminary results of an experimental study (submitted, 
2011). 
 
[14] L Gotloib, LC Gotloib, V Khrizman. The use of peritoneal mesothelium as potential 
source  of  adult  stem  cells.  International  Journal  of  Artificial  Organs,  2007  June; 
30(6):501-12. 
 
[15]  MR  Hoenig,  GR  Campbell,  BE  Rolfe,  JH  Campbell.  Tissue-engineered  blood 
vessels:  alternative  to  autologous  grafts?  Arterisclerosis,  Thrombosis  and  Vascular 
Biology, 2005 June; 25(6):1128-34. 
 89 
 
[16]  PJ  Fahner,  MM  Idu,  TM  van  Gulik,  DA  Legemate.  Systematic  review  of 
preservation methods and clinical outcome of infrainguinal vascular allografts. Journal of 
Vascular Surgery, 2006 September; 44(3):518-24. 
 
[17] M Albers, M Romiti, CA Pereira, M Antonini, M Wulkan. Meta-analysis of allograft 
bypass grafting to infrapopliteal arteries. European Journal of Vascular & Endovascular 
Surgery, 2004 November; 28(5):462-72. 
 
[18]  JH  Campbell,  JL  Efendy,  GR  Campbell.  Novel  Vascular  Graft  Grown  Within 
Recipient’s Own Peritoneal Cavity. Circulation Research 1999; 85:1173-78. 
 
[19] JH Campbell, JL Efendy, GR Campbell. The effect of environmental cues on the 
differentiation  of  myofibroblasts  in  peritoneal  granulation  tissue.  The  Journal  of 
Pathology, 2000 June; 192(2):257-62. 
 
[20]  FM  Sanchez-Arevalo,  M  Farfan,  D  Covarrubias,  R  Zenit,  G  Pulos.  The 
micromechanical  behaviour  of  lyophilized  glutaraldehyde-treated  bovine  pericardium 
under uniaxial tension. Journal of the Mechanical Behaviour of Biomedical Materials, 
2010 November; 3(8):640-6. 
 
[21] JMG Paez, EJ Herrero, AC Sanmartin, I Millan, A Cordon, MM Maestro, A Rocha, 
B Arenaz, JL Castillo-Olivares. Comparison of the mechanical behaviours of biological 
tissues subjected to uniaxial tensile testing: pig, calf, and ostrich pericardium sutured with 
Gore-Tex. Biomaterials, 2003 April; 24 (9):1671-79. 
 
[22]  AN  Smuts,  DC  Blaine,  C  Scheffer,  H  Weich,  AF  Doubell,  KH  Dellimore. 
Application of finite element analysis to the design of tissue leaflets for a percutaneous 
aortic valve. Journal of the Behaviour of Biomedical Materials, 2011 January; 4(1):85-98. 
 
[23] Y Fung. Biomechanics: mechanical properties of living tissues, 2
nd ed. Springer, 
New York, 1993. 
 90 
 
[24] D Oswal, S Korossis, S Mirsadraee, H Wilcox, K Watterson, J Fisher, E Ingham. 
Biomechanical  characterization of decellularized and cross-linked bovine pericardium. 
The Journal of Heart Valve Disease, 2007 March; 16(2):165-74. 
 
[25]  SE  Langdon,  R  Chernecky,  CA  Pereira,  D  Abdulla,  JM  Lee.  Biaxial 
mechanical/structural  effects  of  equibiaxial  strain  during  crosslinking  of  bovine 
pericardial xenograft materials. Biomaterials, 1999 January; 20(2):137-53. 
 
[26]  M  Spina,  S  Garbisa,  J  Hinnie,  J  Hunter,  A  Serafini-Fracassini  A.  Age-related 
changes  in  composition  and  mechanical  properties  of  the  tunica  media  of  the  upper 
thoracic human aorta. Arteriosclerosis, Thrombosis and Vascular Biology, 1983; 3:64-76. 
 
[27] JLM Costa, PMA Pomerantzeff, DM Braile, VA Ramirez, G Goissis, NAG Stolf. 
Comparison between the decellularized bovine pericardium and the conventional bovine 
pericardium  used  in  the  manifacture  of  cardiac  bioprosthesis.  Brazilian  Journal  of 
Cardiovascular Surgery, 2005 March; 20(1):14-22. 
 
[28]  P  Zioupos,  JC  Barbenel.  Mechanics  of  native  bovine  pericardium.  I.  The 
multiangular behaviour of strength and stiffness of the tissue. Biomaterials, 1994 April; 
15(5):366-73. 
 
[29]  P  Zioupos,  JC  Barbenel,  J  Fisher.  Mechanical  and  optical  anisotropy  of  bovine 
pericardium. Medical & Biological Engeneering & Computing, 1992 January; 30(1):76-
82. 
 
[30]  D Simonescu,  A  Simonescu,  R  Deac.  Mapping  of  glutaraldehyde-treated  bovine 
pericardium and tissue selection for bioprosthetic heart valves.  Journal of Biomedical 
Materials Research, 1993 June; 27(6):697-704. 
 91 
 
Manuali tecnici 
 
[M1] Manual ByoDinamic 5100, Document Number 710637, Revision 2.00, 2006. 
 
[M2] WinTest Software Reference Manual,  Document Number 710285-410, Revision 
4.1, 2009. 
 92 
 
 
 Ringraziamenti 
 
Vorrei ringraziare, per primo, il mio relatore, il Professor Andrea Bagno, per avermi dato 
l’opportunità  di  svolgere  questo  lavoro,  che  con  insistenza  ho  desiderato  seguire.  Lo 
ringrazio  per la pazienza e la costanza  con cui  è stato  presente,  sia durante le prove 
sperimentali, che durante la stesura della tesi. Grazie per i consigli e la prontezza con cui 
ha saputo rispondere alle mie incertezze. 
 
Ringrazio  il  Professor  Michele  Spina  (Dipartimento  di  Scienze  Biomediche)  e  la 
Dottoressa Paola Aguiari (Dipartimento di Scienze Cardiologiche, Toraciche e Vascolari) 
dell’Università di Padova per aver reso possibile la realizzazione degli esperimenti col 
pericardio. Un sentito ringraziamento va a Paola, per la collaborazione, la disponibilità e 
la simpatia. 
 
Ringrazio  tutta  la  Chirurgia  Vascolare  dell’Azienda  Ospedaliera  di  Padova,  e  in 
particolare il Dottor Bonvini e il Dottor Battocchio per aver reso possibile il lavoro di 
sperimentazione  sul  peritoneo.  Li  ringrazio  per  aver  “arricchito”  la  mia  tesi,  ma 
soprattutto la mia esperienza personale, consentendomi di accedere alla sala operatoria 
durante l’esecuzione delle procedure sul peritoneo. 
 